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@ Vorrichtung zum gleichzeitigen Nachweis von muitif 
Chromosonr^ehanfarbung 

(g) Farbanzeigevorrichtung, aulweisend ein Bild aller 
Chromosomen oder Chromosomenabschnitte einer Zel- 
le, wobei jedes der Chromosomen oder Chromosomen- 
abschnitte mit einem unterschiedlichen Fluorophor oder 
einer Kombination von Fluorophoren gefarbt ist, wobei 
das Bild die Chromosomen oder Chromosomenabschnit- 
te in unterschiedlichen unterscheidbaren Farben darstellt, 
wobei jedem der Chromosomen oder Chromosomenab- 
schnitte eine der unterschiedlichen unterscheidbaren Farr 
ben zugeordnet ist. 
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Anmelder: Spectral Diagnostic Ltd. 

Gebrauchsmuster 296 24 210.1 

UnserZeichen: 50409 DE 

Voirichtung zum gleichzeitigenNachweis von multiplen Fluorophoren bei 
in sifu Hybridisierimg und Chromosomenairfaibung 

5 Gebiet und Hintererund der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betriffi im Allgemeinea eine Vorrichtung zum g^^^ 

Nachweis von multiplen Fluorophoren. Insbesondere betrifft die vorUegende Erfindung eine 
spektrale Bioabbildimgsvoitichtung, die auf das Nachweisen und Analysieren von 
fluoreszierenden in situ Hybridisierungsvorgangen gerichtet ist, bei denen zahlreiche 
10 ChrombsomenanfSrbungsmittel und/oder Locus-spezifische Sonden eingesetzt werden. und 
wobei jedes/jede mit einem unterschiedUchen Fluorophor oder einer Kombination von 
Fluorophoren markiert ist, wobei die Votrichtung sowohl bd raumlicher als auch bei spektraler 
. Auflosimg hochempfindlich ist und zum gldchzeitigeh Nachweis von Dutzenden von 
Fluorophoren und/oder Kombinationen aus Fluorophoren Shig ist. Die Voirichtung der 
15 vorliegenden Erfindung kann daher fur den Nachweis von fluoreszierend angeSibten, 
voUstandigen Chromosomensatzen und/oder mehreren Loci einer Art, wie dem Menschen, und 
. zum BereitsteUen eines voUstandigen Farb-Kaiyotyps verwendet werden. Femer betrifit die 
vorliegende Erfindung eine Farbanzeigevoirichtung. 

Ein Spektrometer ist ein GerSt, das dazu vorgesehen ist, Licht aufeunehmen, es in seine 
20 WeUenlangenkomponenten zu trennen (streuen) und das Lichtq)ektrum, d.h. die LichtintensitSt, 
als Funktion seiner WellenlSnge, zu erfassen. Ein Abbildungsspektrometer sammeh einfallendes 
Licht von einer Szene \md erfasst davon die Spdctren von jedem Pixel (d.h. Bildelement). 
Spektroskopie ist ein gut bekanntes, analytisches Instrument, das seit Jahrzehnten in 
Wissenschaft und Industrie verwendet wird, urn MateriaUen und Verfahren basierend auf den 
25 spektralen Signaturen der chemischen Bestandteilen zu charakterisieren. Die physikaHsche 
Grundlage der Spektroskopie ist die Wechselwirkung von Licht mit Materie. Spektroskopie ist 
gewShnUch die Erfessung von LichtintensitSt, die aus einer Probe als Funktion der WeUenlSnge 
bei hoher spektraler AuflSsung, jedoch ohne raumliche Information emittiert, iibertragen, 
gestreut oder reflektiert wird. 
30 Spektrale Abbildung, die andererseits eine Kombination aus hochauflasender Spektros- 

kopie und hochauflosender AbbUdung (d.h. raumlicher Information) darstellt, wurde bisher nicht 
zum Analysieren von biologischen Proben verwendet. Die nachst kommende bisher beschriebene 
Arbeit betrifft entweder das Erhalten von iSumUch hochaufgeloster hiformation einer 
biologischen Probe, die bislang nur begrenzte. spektrale Information bereitstellt, wemi 
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Bandfiltem durchgefiihrt wird [siehe Andersson-Engels et al. Proceedings of SPDS-Bioimaging 
and Two-Dimensional Spectroscopy. 1205 (1990), 179-189] oder altemativ das Erhalten von 
hoher spektraler Anflosung (beispielsweise ein vollsttodiges Spektnun), die bislang bei der 
rSumlichen Anflosung aiif eine kleine Anzahl von Punkten der Probe begrenzt ist oder bei der 
5 fiber die ganze Probe der Durchschnitt genommen wird [siehe beispielsweise US-P-4,930,5 1 6, an 
Alfanoe/flt/.]. 

Wie nachstehend ausfiihrlichst beschrieben, ist das Kombinieren von Spektroskopie und 
Abbildung fur verschiedene, biologische Forschimgsanwendungen und medizinische Anwendun- 
gen nfitzlich und dies wird nachstehend als spektrales Bio-Abbilden bezeichnet. Ein Beispiel fiir 

10 die NUtzlichkeit von spektralem Bio-Abbilden betrifft den Nachweis von spezifischen, zellularen 
Bestandteilen (beispielsweise Proteinen, NucleinsSuresequenzen, etc.), nachdem sie mit 
fluoreszierenden Sonden markiert wurden (d.h. mit einem Zeichen versehen wurden). In dieser 
Richtung kann spektrales Abbilden verwendet werden, um mehrere Fluorophore gleichzeitig in 
einer Erfassung zu identifizieren und zuzuordnen. Die inhSrent hohe» spektrale AuflSsung der 

15 spektralen Abbildung der vorliegenden Erfindung ist tatsachlich zum ,»Aussortieren" (sorting 
out) fluoreszierender Sonden (oder anderer, chemischer Bestandteile) mit flberlappenden 
Spektren ideal geeignet. 

Begrifflich besteht ein spektrales Bio-Abbildungssystem aus (1) einem Erfassungssystem und (2) 
einer Analysesoftware. Das Erfassungssystem schlieBt alle optischen und elektronischen 

20 Bestandteile und die Art, in der die Probe beleuchtet wird (beispielsweise Auswahl der 
Lichtquelle), die Art und Weise der Erfassung (beispielsweise Fluoreszenz) und ebenso auch die 
am besten zum Gewinnen der gewOnschtoa Ergebnisse aus . der Erfassung geeignete Kalibrierung 
ein. Die Analysesoftware schlieBt die ganze Software und mathematische Algorithmen mit ein, 
die notig sind, um die wichtigen Ergebnisse auf siimvoUe Weise zu analysieren und anzuzeigen. 

25 Spektrale Abbildung wurde seit Jahrzehnten in dem Bereich der Femeikundung verwendet, um 
wichtige Einblicke in die Studien der Erde und anderer Planeten durch das Identifizieren 
kennzeichnender, spektraler Absoiptionseigenschaften bereitsnistellen. Die hohen Kosten, die 
Grofle und die Gestaltung von spektralen Femerkundungsabbildungssystemen (beispielsweise 
Landsat, AVIRIS) haben jedoch ihre Verwendung auf Luft und SatelKten gestiitzte 

30 Anwendungen beschrSnkt [siehe, Maymon and Neeck, Proceedings of SPDB - Recent Advances 
in Sensors, Radiometry and Data Processing for Remote Sensing, 924 (1988), 10-22; Dozier, 
Proceedings of SPIE - Recent Advances in Sensors, Radiometiy and Data Processing for Remote 
Sensing, 924 (1988), 23-30]. 

Es gibt drei Grundtypen von spektralen StreuvorrichtungCT, die fur ein spektrales Bio- 
35 Abbildungssystem in ErwSgung gezogen werden kfinnen: (i) spektrales Gitter, (ii) spektrale Filter 
und (iii) interferometrische Spektroskopie. Wie nachstehend beschrieben, ist die Letztgenamite 
die am besten geeignete, um die Vorrichtung der vorUegenden Erfindimg zu bilden. 
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Bei einem auf einem Gitter (d.h. Monochromator) basierenden System, das ebenfalls 
Abbild.ngsspektrometerdesSpaltt^sbeka.mtis,wiebeispi^^^^^^^ 

Valisa al, presentation at the SPIE Conference European Medical Optics Week. B:OS 
Europe.95, Barcelona, Spanien (Sep. 1995)] stellt nur eine Achse einer CCD-(«^ge coupled 
device, Lad^mgstransferspeicheryDetektoranoxdnnng (die raumlicbe Achse) reale, abbUdende 
Datenbereit, wShrend einezwdte (spektrale) Achse zum Probennehmen der IntensiUt des d^h 
das Gitter als Funktion der Wellenlange gestreuten lichts verwendet wire "^JT^ 
ebenfalls einen Spalt in einer ersten, im Brennpunkt stehenden Ebene aut d.e das S.cht^^^ 
einem bestimmten Zeitpuhkt auf eine Linie von Pixehi beschrankt. Daher kam. eme voll^^^^ 

Abbildung nur nach dem Scanning des Gitter. oder des eintreffenden Strahl m emer ^ der 
spektralen Achse der CCD parallelen Richtung in einem Verfahren erhalten werden. das m de. 
Literatur als Linienscanning bdcamit ist Die Unfihigkeit. die zweidimensmnale Abbildung 
sichtbar 2u machen. bevor die ganze Erfessung abgeschlossen ist, macht es 
Ausfflhren einer Erfassung, einen gewiinschten Bereich von Interesse innerhalb des Sichtfdds zu 
wShlen und/oder den Systembrennpunkt, die BeUchtungsdauer. etc. zu optimieren. Auf Gittem 
basierende. spektrale Abbildungsvorrichtungen sind fOr Femerkundungsanw^dungen m 
Gebrauch. da ein iiber der ErdoberflSche fliegendes Flugzeug (oder SatelUt) dem System emen 
natOrlichen Linienscannmg-Mechanismus bCTeitstellt. 

Es soUte weiter festgestellt werden. dass Abbildungsspektrometer des Spalttyps emen 
bedeutenden Nachtdl aufWeisen, da die meisten der Pixel eines Rahmens zu einem bestmu^ 

Zeitpunkt nicht erfasst werden, selbst wemi die nach vome gerichteten, optischen Be^dteile 
des Instruments einfallendes Licht tatsMch von all denen gldchzeitig sammehi. Das Ergebms 
ist, dass entweder eine relativ groBe Erfassungszeit erfoiderhch ist, um die notige Infonnation 
„nt einem bestimmten Signal/Rausch.Verhalmis zu erhalten oder dass das Signd^ausch- 
25 Verhaltais (EmpfindUchkeit) bei einer bestimmten Erfessungsdauer wesentlich vernngert 1st. 
Weiterhin erfordem die spektralen Abbildmigsvonichtungen des Spalttyps Linienscammig, um 
die notige Momiation fDr die ganze Szene/das ganze Bild zu sammehi. was Ungenam^^^^^ 

diesomiterlaltenenErgebnisseeinfiihrenkann. , a 

Auf Filtem basierende, spektrale Streuvonichhmgen kSmien weiter in diskrete tmd 
stimmbafe Filter eingeteilt werden. Bei diesen Typen von Abbildmigsspektrometem wird die 
spektrale Abbildmig durch Filtem der Strahlung filr alle Pixels der Sz«ie gleichzeitig bei emer 
unterschiedlichen Wellenlange zu einem Zeitpunkt durch aufeinander folgendes EmfUgen von 
Schmalbandfiltem in den optischen Weg oder durch elektronisches Scamiing der Binder unter 
Verwendung von akusto-optischen, stimmbaren Filtem (AOTF) oder fliissigkristalhnen, strnrni- 
baren Filter (LCIT) gebildet. siehe nachstehend. Ahnlich zu den Abbildungsspektrometem des 
Spalttyps, die, wie vorstehend beschrieben, mit einem Gitter ausgestattet sind, wird wShrend der 
Verwendung von auf Filtern basierenden. spektralen Streuvorrichtungen der groBte Teil der 
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StraWung zu einer bestimmten Zeit abgewiesen. Tatsachlich ist die Erfassung der vollstMndigen 
Abbildimg bei einer spezifischen WellenlMnge mGglich, weil alle Photonen auBerhalb der 
augenblicklichen, gemessenen WellenlSnge zuriickgeworfen werden und die CCD nicht 
erreichen. Der Empfindlichkeitsvorteil, den interferometrische Spektroskopie gegentiber Filter- 
5 und Gitterverfahren aufweist, ist in der Tecbnik als multiplexer Vorteil oder Fellgett-Vorteil 
bekannt. 

Stimmbare Filter, wie beispielsweise AOTFs und LCTFs, weisen keine bewegbaren Teile 
auf und kfinnen auf jede einzelne WeDenlSnge in dem spektralen Bereich der Vonichtung 
abgestimmt warden, bei der sie durchgefuhrt werden, Ein Vorteil der Verwendung von stimm- 

10 baren Filtem als ein Streuverfabren Sk spektrale Abbildung ist ihr beliebiger WellenlSngen- 
zugriff; d,h, die Fahigkeit, die Intensitat einer Abbildung bei einer Anzahl von WellenlSngen in 
jeder gewiinschten Sequenz ohne die Verwendung von FilterrSdem zu erfassen: AOTTs und 
LCTFs weisen jedoch die Nachteile auf von (i) einem begrenzten spektralen Bereich (gewfihnlich 
\nax = 2\nin), wShreud die ganze andere Strahlung, die aus diesem spektralen Bereichs Silt, ab- 

15 geblockt werden muB, (ii) Temperaturempfindlichkeit, (iii) schlechter Durchiassigkeit, (iv) 
Polarisationsempfindlichkeit und (v) einem Verschiebungseffekt der Abbildung wShrend des 
Wellenl§ngenscannings im Fall von AOTFs. 

Alle diese Typen von auf Filtem oder stimmbaren Filtem basierenden Systanen wurden 
fiber die Jahren in der spektralen Abbildung wegen ihrer Beschrankungen bei spektraler Auf- . 

20 ISsung, geringer Empfindlichkeit, Fehlen von leicht anwendbaren und hochentwickelten Soft- 
ware- Algorithmen zur Intopretation und Anzeige der Daten bei irgendeiner Anwendung nicht. 
erfolgreich und ausgiebig verwendet 

Ein Verfahren und ein Gerat zur spektralen Analyse von Abbildungen, die Vorteile bei den ^ 
vorstehenden Beziehungen aufweisen, wurde in der US-P-D8/392,019 von Cabib et al,.: 

25 eingereicht am 21. Februar, 1995, nun US-P-5,539,517, erteilt am 23. JuH, 1996, die unter 
Bezugnahme aufgenoramen wird, als wSre sie hier vollstandig ofiFenbart worden, offenbart, dem 
die Aufgabe zugrunde lag, ein Ver&hren und ein Gerat fiir spektrale Analyse von Abbildungen 
bereitzustellen, das, verglichen mit den herkSmmlichen Abbildungsspektrometer des Spalt- oder 
Filtertyps, all die Information besser nutzt, die von dem gesammelten, einfallenden Licht 

30 zugSnglich ist, um im Wesentlichen die erforderlichen Rahmenzeit zu verringem und/oder das 
Signal/Rausch-Verhaltnis zu erhehen und kein Linien-Scanning einschlieBt. GemaB dieser 
Erfindung wird ein Verfahren zum Analysieren einer optischen Abbildung einer Szene 
bereitgestellt, um die spektrale Intensitat jedes Pixels davon durch Sammeln einfallenden Lichts 
von der Szene zu bestimmen; Durchgehen des Licht durch ein Interferometer, das moduliertes 

35 Licht emittiert, das einem vorbestimmten Satz von Linearkombinationen der spektralen Intensitat 
des vom jedem Pixel emittierten Licht entspricht; Fokussieren des von dem Interferometer 
emittierten Lichts auf einer Detektoranordnung, Scanning der optischen Wegdifferenz (optical 
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path difference. OPD), die in dem Interferometer fUr alle Pixels unabhangig und gleichzeitig 
erzeugt wird und Verarbeiten des Outputs der Detektoranordnxing (der Interferograriime von 
alien Pixels getrennt), um die spektrale Intensitat eines jeden Pixels davon zu bestimmen. Dieses 
VerfahTCT kann durch die Nutzung von verschiedenen Typen von Merferonietern betrieb 
5 werden, wobei die OPD variiert wird, um die Interferogramme durch Bewegen des ganzen 
Interferometers, eine^s Elements innerhalb des Interferometers oder des Einfallswinkel der ein- 
treflfenden Strahlung aufeubauen. In all diesen Fallen werden die Interferogramme flir alle Pixels 
der Szene vervollstandigt, wenn der Scanner einen Scan vervoUstSndigt. In tlbereinstimmung 
mit den vorstehenden Eigenschaften stehende GerSte unterscheideh sich von herkommlichen Ab- 
10 bildungsspektrometem des Spalt- und Filtertyps durch Nutzen eines wie vorstehehd beschriebe- 
nen Interferometers und begrenzen dadurch nicht die gesammelte Energie mit emer OfBiung oder 
einem Spalt oder die emtreflfende WellenlSnge mit Schmalbandinterferenz oder stimmbaren 
Filtem und erhShen dadurch im Wesentlichen den Gesamtdurchsatz des Systems. Damit nutzen 
auf Interferometem basierende Gerate die gesamte, durch das einfallende Licht der zu 
15 analysierenden Szene verfiigbare Information besser und verringerri dabei im Wesentlichen die 
Erfassimgsdauer und/oder erhohen das Signal/Rausch-Verhaltnis (d.h. die Empfmdlichkeit). Man 
ziehe beispielsweise das in John B. Welhnan, Imaging Spectrometers for Terestrial and Planetary 
Remote Sensing, SPIE Proceedings, Vol.750 (1987), 140 beschriebene "Wischer-Besen"-Design 
in Erwagung. Man lasse n die Anzahl der Detektoren in der linearen Anordnung, mxm die 
20 Anzahl der Pixel in einem Rahmen und T die Rahmenzeit sein. Die auf jeden Pixel verbrachte 
Gesamtzeit in einem Rahmen, die fiber jdle Detektoren der Anordnug sunomiert wird, betragt 
nT/m^. Durch Verwenden der gleichen AnordnungsgrSBe und dem gleichen Rahmeriverhaltnis 
bei einem gemaB der in der US-P-08/392,019 beschriebenen Verfahren betrSgt die verbrauchte, 
aber alle Detektoren airf einem besonderen Pixel summierte Zeit ebenfalls nT/m^, WShrend 
25 jedoch bei dem herkdmmlichen Gitterverfahren die Energie, die durch jeden Distektor zu jedem 
Zei^unkt wahrgenommen wird, in der GrSBenordnung von 1/n der Gesamten liegt, da die Aufl6- 
sung der WeUenlSnge l/n des Abstands betSgt, liegt bei einem gemSB der US-P-08/392,019 
beschriebenen Verfahren die Energie in der Gr^Benordnuhg von 1 , da die modulierende Funktion 
eine oszilUerende Funktion (beispielsweise sinusfbrmig (Michelson) oder eine ahnliche Funktion 
30 wie eine kleine Finesse auftyeisende Airy-Funktion mit Fabry-Perot) ist, deren Durchschnitt fiber 
einen langen OPD-Bereich 50% betrSgt. Basierend auf der Standardbehandlung des Fellgett- 
Vorteils (oder multiplexen Vorteils), der in mterferometrischen Lehrbfichem beschrieben wird 
[siehe beispielsweise, Chamberlain, The principles of interferometric Spektroscopy, John Wiley 
and Sons (1979) 16-18 und 263], ist es moglich zu zeigen, dass erfindungsgemSBe Vorrichtungen 
35 Signal/Rausch-Verhaltnisse bei Erfassungen aufweisen, die um den Faktor tP"^ in den Fallen der 
Rauschbegrenzungen verbessert sind, bei denen das Rauschniveau unabhangig von dem Signal 
(System- oder Hintergrundrauschen begrenzte Situationen) und um die Quadratwurzel des 
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Verhaitnisses von dem Signal bei einer einzelnen WellenlSnge zu dem durchschnittlichen Signal 
bei Wellenlangen mit schmalen Peak in dem Spektralbereich in den Fallen, bei denen die 
Begrenzung aufgnmd von Photonen-Signalrauschen vorliegt. Damit werden bei der gemaB der 
US-P-08/392,019 beschriebenen Erfindung alle erforderlichen OPDs gleichzeitig fur alle die 

5 Pixel der Szene gescannt, urn die gesamte, zum Rekonstruieren des Spektrums erforderliche 
Monnation zu erhalten, so dass die spektrale Information gleichzeitig mit der Abbildungsinfor- 
mation gesammelt wird. Die Erfindung kann mit vielen, unterschiedlichen optischen Konfigura- 
tionen, wie beispielsweise einem Teleskop zur Femerkundung, einem Mikroskop ftir Laborana- 
lysen, Faseroptiken fOr industrielle Oberwachungen und mediziniscbe Abbildung, Diagnose, 

1 0 Therapie und anderes verwendet werden. 

in einer weiterftthrenden Anmeldung (U.S. 08/571,047 an Cabib et al, iibermittelt am 12. 
Dezember,1995, die unter Bezugnahme aufgenommen wird, als wSre sie hier voUstSndig 
ofifenbart) war die Aufgabe, spektrale Abbildungsverfahren flir biologische Forschung, medizi- 
nische Diagnostik und Therapie bereitzustellen, deren Verfehren verwendet werden kSnnen, urn 

15 rSumliche Organisation (beispielsweise Verteilung) nachzuwdsen und zellulare und natilrliche, 
geweibliche Bestandteile, Strukturen, Organe und verwaltete Komponenten, wie angehSngte 
Proben (beispielsweise fluoresziCTende Sonden und IhhaltsstofiFe unter Verwendung von 
Lichttransmission, -reflektion und -streuung und Fluoreszenzemissionstrategien mit hoher raum- 
licher und spektraler AuflSsung zu quantifizieren. In der US-P-08/57 1,047 wurde die 

20 Verwendung des spektralen Abbildunggerates, das in der U.S.-P-08/392,019 zur fluoreszieren- 
den in situ Hybridisierung der Interphase bei so vielen wie sechs Loci-spezifischen Sonden (jeder 
Locus ist auf einem anderem Chromosom angeordnet) beschrieben wird, als auch zus^tzliche 
biologische und medizinische Anwendungen vorgefiihrt. 

Spektrale Bio-Abbildungssysteme sind bei potentiell alien Anwendungen nutzlich, bei 

25 denen feine, spektrale Differenzen zwischen chemischen Bestandteilen bestehen, deren 
raumliche Anordnung und Organisation innerhalb einer Abbildung von Interesse sind. Die Erfas- 
sung kann unter Verwendung jedes theoretischen, optischen Systems, das an dem in der US-P- 
08/392,019 beschrieben System befestigt ist, ausgefiihrt werden, beispielsweise mit einem 
Fluoreszenz-Mikroskop kombiniert mit venvalteten, fluoreszierenden Fluorophoren oder 

30 Kombinationen von Fluorophoren. 

Fluoreszenzmessungen kfiunen mit jedem Standardfilterwtirfel (bestehend aus einer 
Filterbarriere, einem Erregerfilter und einem dichroitischen Spiegel), jedem kundengebundenen 
Filterwfiifel oder Kombinationen von Filterwiirfeln fiir spezielle Anwendungen gemacht werden, 
vorausgesetzt, dass die Emissionsspektren innerhalb des spektralen Bereich der System- 

35 empfindlichkeit fallen. 

Einer der groBten Verdienste des menschlichen Genomprojects (HGP) war die. Isolation 
einer groBen Anzahl an Nuklemsauresonden filr Krankheitsgene und andere Chromosombereiche 
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aufweist, wobei jedes der Chromosomen oder Chromosomenabschnitte mit einem 
unterschiedlichen Fluorophor oder einer Kombination von Fluorophoren gefSrbt ist, wobei das 
Bild die Chromosomen oder Chromosomenabschnitte in unterschiedlichen unterscheidbaren 
Farben darstellt, wobei jedem der Chromosomen oder Chromosomenabschnitte eine der 
5 unterschiedlichen unterscheidbaren Farben zugeordnet ist. 

Femer wird gemSB einem weiteren Aspekt der Erfindung eine Farbanzeigevorrichtung 
bereitgestellt, die ein Bild der in einer Zelle vorliegenden Chromosomen aufweist, wobei jedes 
der Chromosomen mit einem unterschiedlichen Fluorophor oder einer Kombination von 
10 Fluorophoren gefarbt ist, wobei das Bild die Chromosomen in unterschiedlichen 
unterscheidbaren Farben darstellt, wobei jedem der Chromosomen eine der unterschiedlichen 
unterscheidbaren Farben zugeordnet ist. 

Femer wird erfindungsgemSfi eine Farbanzeigevorrichtung bereitgestellt, die ein Bild aller in 
15 einer Zelle vorliegenden Chromosomen oder Chromosomenabschnitte aufweist, wobei das Bild 
die Chromosomen oder Chromosomenabschnitte in imterschiedlichen imterscheidbaren Farben 
darstellt, wobei jedem der Chromosomen oder Cliromosomenabschnitte eine der 
unterschiedlichen unterscheidbaren Faxben zugeordnet ist. 

20 Daniberhinaus wird eine Farbanzeigevorrichtung bereitgestellt, die ein Bild aller in einer Zelle 
vorliejgenden Chromosomen aufweist, wobei das Bild die Chromosomen in unterschiedlichen 
imterscheidbaren Farben darstellt, wobei jedem der Chromosomen eine der unterschiedlichen 
unterscheidbaren Farben zugeordnet ist. 

25 Sodann v/ird eine spektrale Bioabbildungsvorrichtung gemafi der Erfindung bereitgestellt, die 
aufweist : eine Einrichtung zum Bereitstellen einer Probe mit alien Chromosomen oder 
Chromosomenabschnitten einer Zelle, wobei die Chromosomen oder Chromosomenabschnitte 
hybridisiert sind mit einer Gnippe von Chromosomfiirben, wobei jede Farbe eine Gruppe von 
Nukleinsauresonden aufweist, die mit einem Fluorophor oder einer Kombination von 

30 Fluorophoren raarkiert sind, wobei mindestens eine Farbe fur jeden Chromosomentyp vorhanden 
ist und jede Farbe ein unterschiedHches Fluoreszenzspektrura aufweist; eine Einrichtung zum 
Betrachten der Probe in Form eines Fluoreszenzmikroskops, wobei das Fluoreszenznukroskop 
optisch verbunden ist mit einem bildgebenden Spektrometer, wobei das Fluoreszenznukroskop 
und das bildgebende Spektrometer dazu dienen, ein Spektrum jedes Pixels der Probe zu erhalten, 

35 eine Einrichtung zum Sammeln einfallenden Lichtes gleichzeitig von alien Pixeln der Probe 
unter Verwendung einer kollimierenden Optik; eine Einrichtung zum Leiten des einfallenden, 
koUimierten Lichts durch ein Ihterferometersystem, das eine Anzahl von Elementen aufweist, so 
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daB das Licht zuerst aufgeteilt wird in zwei kohSrente Stahlen, die sich in unterschiedlichen 
Richtungen innerhalb des Interferometers bewegen und sodann die zwei kohSrenten Strahlen 
rekombiniert werden, um miteinander zu interferieren, um einen ausgehenden Lichtstrahl zu 
bilden; wobei der ausgehende Lichtstrahl geleitet wird dutch ein fokussierendes optisches 

5 Sj^tem, welches den austretenden Lichtstrahl auf einen Detektor mit einem zweidimensionalen 
Feld von Detektorelementen fokussiert, so daB zu jedem Zeitpunkt jedes der Detektorelemente 
das Bild ein und desselben Pixels der Probe fiir die gesamte Zeitdauer der Messung erhalt, so daB 
das reale Bild der Zellkeme auf der Ebene des Detektorfeldes stationSr ist und zu jeder Zeit 
wahrend der Messung das Bild sichtbar und erkennbar bleibt und so daB jedes der 

10 Detektorelemente ein Signal erzeugt, das eine bestinunte Linearkombination der von dem Pixel 
mit unterschiedlichen Wellenlangen ausgesandten LichtintensitSt ist, wobei die 
Linearkombination eine Funktion der optischen Wegdifferenz ist; eine Einrichtung zum Drehen 
Oder Verschieben eines oder mehrerer Elemente des Interferometersystems, so daB die optische 
Wegdifferenz zwischen den zwei kohSrenten Strahlen, die durch das Interferometersystem 

15 erzeugt werden, gleichzeitig flir alle Pixels der Probe abgetastet wird; und eine Einrichtung zum 
Aufeeichnen von Signalen jedes der Detektorelemente als Funktion der Zeit unter Verwendung 
einer Aufeeichnimgseinrichtung, um einen ersten spektralen Datmwiirfel zu bilden; und eine 
Einrichtung zum Interpretieren des ersten spektralen Datenwiirfels unter Verwendung eines 
mathematischen Algorithmus, wodurch ein Bild geliefert wird, das die Chromosomen bder 

20 Chromosomenabschnitte in unterschiedUchen unterscheidbaren Fafben zeigt, wobei jede der 
Chromosomen oder Chromosomenabschnitte einer Farbe gemSB dessen Fluoreszenzspektrum 
zugeordnet ist. 

GemSB der vorliegenden Erfindung wird femer eine spektrale Abbildungsvorrichtung 
25 bereitgestellt, die auf das Nachweisen und Analysieren von fluoreszierenden in situ 
Hybridisierungen ausgerichtet ist, die zahlreiche Chromosomenanfarbungsmittel und/oder Loci 
spezifische Sonden einsetzen, >yobei jede vail einem unterschiedlichen Fluorophor oder einer 
Kombination aus Fluorophoren markiert ist, wobei die Vorrichtung sowohl bei rSumlicher als 
auch bei spektraler AuflSsung hochempfindlich ist und zum gleichzeitigen Nachweis von 
30 Dutzenden von Fluorophoren und/oder Kombinationen aus Fluorophoren fahig ist; daher kann 
die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung fur den Nachweis von fluoreszierend angefarbten, 
voUstandigen Chromosomensatzen und/oder mehrfacher Loci von einer Art, wie der 
menschlichen, und zum Bereitstellen eines Farb-Kaiyotyps verwendet werden. 

GemSB weiterer Merkmale in den bevorzugen Ausfuhrungsformen der nachstehend 
35 beschriebenen Erfindung umfasst die Vorrichtung die Merkmale (a) Vorbereiten einer spektral 
abzubildenden Probe, (b) Betrachten der Probe durch eine optische Vorrichtung, wobei die 
optische Vorrichtung mit einem Abbildungsspektrometer optisch verbunden ist, wobei die 
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optische Vorrichtung und das Abbildungsspektrometer zum Ethalten eines Spektrums jedes 
Pixels der Probe dient, dutch (i) Sammehi des einfallenden Lichts gleichzeitig von alien Pixeln 
der Probe unter Verwendung parallel ausrichtender optischer Bestandteile (ii) Durchgehen des 
einfallenden, parallel ausgerichteten Lichts durch ein, eine Anzahl yon Elementen aufweisendes 

5 Interferometersystem, so dass das Licht zuerst in zwei koMrente Strahlen geteilt wird, die sich in 
unterschiedliche Richtungen innerhalb des Interferometers bewegen und sich dann wieder- 
vereinigen, um miteinander zu interferieren, um einen austretenden Lichtstrahl zu bilden, (iii) 
Durchgehen des austretenden Lichtstrahls durch ein fokussierendes, optisches System, das den 
austretenden Lichtstrahl auf einen Detektor mit einer zweidimensionalen Anordnung von 

10 Detektorelementen fokussiert, so dass zu jedem Moment jedes der Detektorelemente die 
Abbildung eines und immer des gleichen Pixels der Probe wShrend der ganzen Dauer der 
Erfassung ist, so dass die reale Abbildung der Probe stationar auf der Ebene der Detektor- 
anordnung und zu jedem 2^itpUnkt der Erfassung die Abbildung innmer noch sichtbar und 
erksinbar ist und so dass jedes der Detektorelemente ein Signal erzeugt^ das eine besondere 

15 Linearkombination der, durch die Pixel bei unterschiedlichen Wellenlangen emittierten 
Lichtintensitat ist, wobei die Linearkombination eine Funktion der momentanen optischen 
WegdiffCTenz ist, (iv) Drehen oder Verschieben eines oder mehrerer Elemente des 
Interferometersystems, so dass die optische Wegdtfferenz zwischen den zwei, kohSrenten, durch 
das Interferometersystem erzeugten Strahlen fUr alle Pixel der Probe gleichzeitig gescannt wird 

20 und (v) Au&ehmen der. Signale jedes der Detektorelemente als Funktion der Zeit unter 
Verwendimg eina: Aufeahmeyorrichtung, um einen ersten spektralen DatenwQrfel zu bilden und 
(c) Auswerten des ersten, spektralen Datenwurfels unter Verwendung eines mathematischen 
Algorithmus. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 
25 umfasst die Vorrichtung weiterhin den Schritt (d) Anzeigen d^ Zuordnung des ausgewerteten 
spektralen Datenkubuses. 

GtemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen ist 
die optische Vorrichtung ein Fluoreszenzmikroskop. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen ist 
30 das parallel ausgerichtete Licht ein von der Probe emittiertes Fluoreszenzlicht. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebmen, bevorzugten Ausfiihrungsfonnen 
stammt das Licht aus einer Quelle wie einem Laser, WeiBlicht, gefiltertem Licht, ultraviolettem 
Licht oder einem Licht mit einem kleinem Wellenlangenbereich. 

GemSB noch wefiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 
35 stammt das Licht aus mehreren Lichtquellen, wobei die Quellen gleichzeitig oder nacheinahder 
wirksamsind. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen ist 



der rweidimensionale Trager ausgewShlt aus der Giuppe bestehend, aus einer Videointervall- 
CCD, einer gekilhlt^n CCD im hochdynamischen Bereich, einer verstarktenen CCD und einer 
zeitgeschalteten verstaikten CCD. 

GemalJ noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten AusfQhrungsformen ist 
die Probe eine Zelle wShrend der Interphase, eine Zelle wShrend der Mitose und/oder eine Zelle 

wShrend der Meiose. 

GemaB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen. bevorzugten Ausfahrungstbrmen 

stammt die Zelle von einem Menschen. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten AusfOhrurigsformen ist 
die ZeUe eine kanzeiose Zelle, eine Blutzelle. eine fStale Zelle oder eine Zelle. die in Verdacht 
steht, bOsartig zu sein. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen. bevorzugten AusfBhrungsformen ist 
die Probe eine Zelle. das Licht wird durch eine Sonde induziert. die Sonde bindet sich an einen 
spezifischen zellularen Bestandteil und die Vorrichtung dient zum Nachweisen der Gegenwart 
Oder der Menge des zelluliren Bestandteils. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten Ausfflhrungsfomien 
schlieBt die Sondeeine konjugierte fluoreszierenden Komponente ein und die Induktion ist eine 
Fluoreszenzlichtemission der fliioreszierraiden Komponente. 

GeiMfl noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen. bevorzugten AusfBhrungsformen 
schUefit die Sonde ein NukleinsauremolektU ein. wobei die Vorrichtung zum Nachweisen der 
Gegenwart oder der Menge einer zellularen, mit dem Nukleinsauremolekiil hybridisiemden 
Nukleinsaure dierit. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten AusfOhrungsformen ist 
die Nukleinsaure Desoxyribonucleinsaure und/oder Ribonucleinsauie. 

GemaB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten Ausfilhrungsfonnen ist die 
fluoreszierende Komponente SpectrumOrange™, SpectrumGreen™. Aqua. Texas^Rot. FITC, 
Rhodamin, Fluorescin. Kaskadenblau und/oder eine Kombniation daraus. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen. bevorzugten AusfBhrungsformen ist 
der mathematische Algorithmus eine Punktoperationssanalyse des Spektrums von jedem Pixel 
der Probe. 

GemaB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 
schlieBt die Punktoperationsanalyse Zuordnen des Spektrums von jedem Pixel in der Probe in 
einen SkalargemSB einer Transformationsfunktion ein. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 
schlieBt die Punktoperationsanalyse Zuordnen des Spektrums von jedem Pixel in der Probe in ein 
anderes Spektrum gemaB einer Transformationsfunktion ein. 

GemSB noch weiterer Merkmaie in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
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der mathematische Algorithmus eine morphologische Analyse, 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausftihrungsformen ist 
der mathematische Algorithmus eine Ahnlichkeits-zuordnende Analyse zum Berechnen einer 
spektralen DifFerenz aus einem Referenzspektrum ftir jeden Pixel in der Probe. 
5 GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfonnen 

resultiert die Ahnlichkeits-zuordnende Analyse im Erzeugen einer Grauwert- oder einer 
Pseudoferben-Abbildung, in denen helle Pixel einer kleinen, spektralen Differenz imd dunkle 
Pixel einer groBen, spektralen Differenz entsprechen. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsfonnen 
10 resultiert die Ahnlichkeiits-zuordnende Analyse im Erzeugen einer Grauwert- oder einer Pseudo- 
farben-Abbildung, in der helle Pbcel einer groBen, spektralen Differenz und dunkle Pixel einer 
klemeren, spektralen Differenz entsprechen. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
die spektrale Differenz ein Skalar, der als das Integral iiber einenr bestimmten 
15 Wellenlangenbereich des absolut Wertes der Differenz zwischen dem Spektrum von jedem Pixel 
und des Referenzspektrums definiert ist. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
der mathematische Algorithmus eine Einteilung-Zuordnungsanalyse, die flir das Spektrum jedes^ 
Pixels eine spektrale Differenz von verschiedenen Referentspektren berechnet 
20 GemaB. noch weiterer Merkmale in dm beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 

resultiert die Einteilimg-Zuordnungsanalyse im Erzeugen einer vielfarbigen Abbildung, in der 
Pixelgruppen mit vorbestimmten, maximalen spektralen Differenzen von einem der mehreren 
Refererizspektren mit einer bestinmiten kiinstlichen Farbe gefarbt sind. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
25 die spektrale Differenz ein Skalar, der als Integral iiber einem vorbestimmten 
Wellenlangenbereich des absoluten Werts einer Differenz zwischen dem Spektrum von jedem 
der Pixel und einem der mehrerra Referenzspektren definiert ist. 

GemaB noch weiterer Merkmale in dai beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
der mathematische Algorithmus eine Hauptkomponentenanalyse. 
30 GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfonnen 

schlieBt die Hauptkomponentenanalyse em (a) Aufbauen einer kovarianten Matrix fur alle Pixel 
und Welleniangen der Erfassung, einschlieBIich Wellenlangen der anregenden Quellen, wenn 
mehrere WellenlSngen verwendet werden, (b) Diagonalisieren der kovarianten Matrix und 
Finden aller unabhSngigen, orthogonalen Basiselemente, (c) Herrausfinden, welche der Basis- 
35 elemente gewisse Eigenschaflen in der Probe markieren. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
der mathematische Algorithmus eine Linearkombinationsanalyse. 
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GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfonnen schUeBt 
die Linearkombinationsanalyse das Anlegen einer arithmetischen Fimktion zwischen 
CTtsprechenden Wellenlangen entsprechender Pixelpaare ein, die zu dem ersten spektralen 
Datenwiirfel und zu einem zweiten spektralen Datenwtirfel gehSren, um einen resultierenden 
5 diitten Datenwtirfel zu erhalten. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschridjenen. bevorzugten Ausfuhrungsfotmen 
dient die Linearkombinationsanalyse einem Zweck wie dem Bilden eines Mittelwerts von zwei 
spektralen Datenwtirfelh oder Nachverfolgen der zeitUchen Anderungen und spektraler 
Nonnierung. 

10 GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfilhrungsformen 

schlieBt die Linearkombinationsanalyse Anlegen eines bestimmten Skalars an jede Wellenifinge 
der Spektren jedes Pixels durch eine arithmetische Fuiiktion eiri, wobei die Funktion eine 
Addition, Subtraktion, Multiplikation Division und/oder Kombinationen davon ist. 

GernaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfonnen 

15 dient die Linearkombinationsanalyse zur Hintergrundsubtraktion, bd der ein Spektrum eines in 
dem ffintergrundbereich der Probe angeordneten Pixels von den Spektren der Pixel der Probe 
subtrahiert wird. 

GemSB noch weiterer Meriomale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsfonnen 
dient die Linearkbmbinationsanalsye dem KalibriOTungsverfahen, bei dem ein vor dem 
20 Betrachtm der Probe erfasstes Spektrum zmn Dividieren der Spektren der Pixel der Probe dient. 
GemaB noch weiterer Merkmale in deu beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsfonnen ist der . 
mathematische Algorithmus eine Analyse der optischen Dichte. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihnmgsfonnen 
dient die Analyse der optischen Dichte zum Erhalten einer ausgewerteten Abbildung, die eine 
25 Zuordnung der optischen Dichte ist. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebKien, bevorzugten AusfilhrangsfonnKi 
berechnet der mathematische Algorithmus one Rot-Griin-Blau- Farbabbildung unter der 
Verwendimg vorbestimmfa: WellenlSngenbereiche. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
30 die Rot-Grun-Blau-Faibabbildung durch einen Kontrast-streckendeo Algoritinnus modifiziert. 
GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsfonnen ist die 
Rot-Grfin-BIau-Farbabbildung durch einen Kontrast-streckenden Algorithmus modifiziert. 

Gen^ noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 
berechnet der mathematische Algorithmus ein VerhSltnis zvrischen Intensitaten bei zwei 
35 unterschiedhchen Wellenlangen fiir jedes der Spektren der Pixel. 

GemaB noch weitei«r Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 
berechnet der mathematische Algorithmus ein Verhaltnis zwischen Intensitatra bei zwei 
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unterschiedlichen Wellenlangen fiir jedes der Spektren der Pixel und farbt jedes der Pixels in 
einer helleren oder dunkleren kOnstlichen Farbe gemaB des berechneten VerhSltnisses. 

Gemafi noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsfonnen 
dient die Vorrichttmg zur spektralen Identifizierung von mehrfachen, an der Sonde angebrachten, 
5 Fluorophoren. 

GemaB noch weiterer Meikmale in den beschriebenen, bevorzugten nachstehmd beschrie- 
benen Ausfiihrungsfonnen ist die Vorrichtung eine fluoreszierende in situ Hybridisierungs- 
vomchtung, die die M^kmale umfaBt (a) Bereitstellen von Kemen eines 2^1Ityps init 
Chromosomen, wobei die Chromosomen mit wenigstens einer Nucleinsiuresonde hybridisiert 

10 sind, jede der wenigstens einen Nucleinsauresonde wenigstens ein Nucleinsauremolekttl 
einschlieBt, wobei jedes des wenigstens ein NucleinsauremolekOl mit wenigstens emem 
Fluorophor markiert ist, (b) Betrachten des Zellkems durch ein Fluoreszenzmikroskop, wobei 
das Fluoreszenzmikroskop mit einem Abbildungsspektrometer optisch verbunden ist, wobei das 
Fluoreszenzmikroskop imd das Abbildungsspektrometer zum Erhalten eines Spektrums jedes 

15 Pixels der Probe dient, durch (i)Sammeln des einfallenden Lichts gleichzeitig von alien Pixeln 
des Zellkems unter Verwendung parallel ausrichtender optischer Bestandteile (ii) Durchgehen 
des einfallenden parallel ausgerichteten Lichts durch ein, eine Anzahl von Elementen 
aufweisendes Interferometersystem, so dass das Licht zuerst in zwei koharente Strahlen geteilt ^ 
wird, die sich in unterschiedliche Richtungen iimerfaalb des Interferometers bewegen und sich • 

20 dann wiedervereinigen, imi miteinander zu interferieren, urn einen austret^den Lichtstrahl zu 
bilden, (iii) Durchgehen des austretenden Lichtstrahls durch ein fokussiemdes, optisches System, - 
das den austretenden Lichtstrahl auf einen Detektor mit einer zweidimensionalen Anordnung von 
Detektorelementen fokussiert, so dass zu jedem Moment jedes der Detektorelemente die 
Abbildung eines und immer des gleichen Pixels des Zellkems wahrend der ganzen Dauer der 

25 Erfassung ist, so dass die reale Abbildung des Zellkems stationar auf der Ebene der 
Detektoranordnung und dass zu jedem Zeitpunkt der Erfassung die Abbildung immer noch 
sichtbar und erkennbar ist und so dass jedes der Detektorelemente ein Signal erzeugt, das eine 
besondere Linearkombination der durch die Pixel bei unterschiedhchen Wellenlangen emittierten 
Lichtintensitat ist, wobei die Linearkombination erne Funktion der momentanen optischen Weg- 

30 difFerenz ist, (iv) Drehen oder Verschieben ernes oder mehrerer Elemente des Interferometer- 
systems, so dass die optische Wegdifferenz zwischen den zwei, koharenten, durch das Interfero- 
metersystem erzeugten Strahlen fur alle Pixel des Zellkems gleichzeitig gescannt wird und (v) 
Au&ehmen der Signale jedes der Detektorelemente als Funktion der Zeit unter der Verwendung 
einer Aufiaahmevonichtung, um einen ersten spektralen Datenwtirfel zu bilden und (c) Auswer- 

35 ten des ersten, spektralen Datenwtirfels imter Verwendung eines mathematischen Algorithmus. 

Gemafi noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihnmgsfoimra ist 
das wenigstens eine Nucleinsauremolekul wenigstens ein Locus, wenigstens em fragmentiertes 





Chromosom, wenigstens ein kiinstliches Hefechromosom einschlieBlich eines Inserts, wenigstens 
ein Plasmid einschlieBlich eines Inserts, wenigstens ein Cosmid einschlieBlich eines Inserts, 
wenigstens ein Phagemid einschlieBlich eines Inserts, wenigstens ein viraler Vektor 
einschlieBlich eines Inserts, ein voUstandiges Genom einer Art, ein yollstandiges Genom eines 
5 kanzerSsen Gewebes und/oder Kombinationen davon. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten AusftShrungsformen ist 
das vmindestens erne Fluorophor mindestens ein fluoreszierender, kombinatorischer Farbstoff. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
der Zellkem ein Zellkem wShrend der Interphase, ein Zellkem wShrend der Mitose und/oder ein 

10 Zellkem wahrend der Meiose, 

GemSB noch wdterer Merkniaie in den beschriebenen, bevorzugten Ausfa^^ 

die Anzahl der NuUeinskureproben eins, zwei, drei, vier, fiinf, sechs, sieben acht; neun, zehn, elf, 

zwolf, dreizehn, vierzehn, ffinfeehn, sechzehn, siebzehn, achtzehn, neunzehn, zwaimg, einund- 

zwanzig, zweiundzwanzig, dreiundzwanzig, vierundzwanzig oder grSBer als vierundzwanzig, 
1 5 wobei jede der Sonden einen unterschiedlichen Fluorophor oder eine unterschiedliche Kombma- 

tion der Fluorophore einschlieBt. 

GemaB noch weiterer Merkmale ui den beschriebenen, bevorzugten Ausftihrungsformen 

siiid die Chromosomen Interphase-Chromosome, Chromosome wahrend der Mitose und 

Chromosome wahrend der Meiose. 
20 GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten AusfOhnmgsfonnen ist 

der mathematische Algorithmus eine Punktoperationsanalyse des Spektrqms von jedem der Pixel 

in dem Zellkem. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfonnen 
schlieBt die Punktdurchfuhrungsanalyse Zuordnen des Spektrums vom jedem der Pbcel in dem 
25 Zellkern in einen Skalar gemSB einer Traiisformationsfiiiiktion em^ 

GemaB noch weiterer Merbnale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrurigsformen 
schlieBt die Punktoperationsanalyse das Zuordnen des Spektrums von jedem der Pixel des Zell- 
keriis in ein andors Spektrum gemaB der Transformatiohsftmktion ^^^^ 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfonnen ist 
30 der mathematische Algorithmus erne morphologische Analyse, wobei die morphologische 
Analyse die relative GroBe der Chromosomen in den Zellkemen bestimmt, 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen ist 
der mathematische Algorithmus eine Einteilung-Zuordnungsanalyse, die fiir das Spektrum von 
jedem der Pbcel eine spektrale Dififerenz von wenigstens einem Referenzspektrum berechnet 
35 GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten AusfUhrungsformen 

resultiert die Einteilung-Zuordnungsanalsyse im Erzeugen einer mehrfaibigen Abbildung, bei der 
Pixelgrappen mit voibestimmten, maximalen spektralen Differenzen von einem der mehreren 
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Referenzspektren mit einer vorbestimmten, kOnstlichen Farbe angefarbt sind 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfilhrungsformen ist 
die spektrale Differenz ein Sklar, der als Integral iiber einem vorbestimmten WellenlSngenbe- 
reich des absoluten Wezts der Differenz zwischen dem Spektrum von jedem der Pixel und einem 
der mehreren Referenzspektren definiert ist. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ansflihnmgsfonnen ist 
der mathematische Algorithmus eine Hauptkomponentenanalyse. 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 
schlieBt die Hauptkomponentenanalyse ein (a) Aufbauen einer kovarianten Matrix fEtr alle Pixel 
und Wellenlangen der Erfassung, einschlieBlich der Wellenlangen der anregenden Quellen, wenn 
mehrere Wellenlangen verwendet werden, (b) Diagonalisieren der kovarianten Matrix und 
AufSnden aller unabhSngigen spektralen Basiselemente, (c) Herausfinden, welche der Basisele- 
mente oder eine Kombination davon gewisse Eigenschaften in den Zellkemen markieren. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsfoimen ist 
der mathematische Algorithmus eine Lmearkombinationsanalyse. . 

Gemafl noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugtm Ausfuhrungsformen 
dient die Linearkombinationsanalyse ziir spektralen Nornoderung. .> 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten AusfUhrungsformen 
schlieBt die LinearkombinatioiKanalyse Anlegen eines bestimrnten Skalars an jede Wellenlange 
der Spektren jedes Pixels durch eine arithmetische Fxihktion ein, wobei die Funktion Addition, 
Subtraktion, Mialtiplikation, Division imd/oder Kombinationen davon ist. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 
dient die Linearkombinationsanalyse zur Hintergrundsubtraktioii, bei der ein Spektrum eines im 
einem Hintergrundbereich der Zellkeme angeordneten Pixels von den Spektren der Pixel der 
Zellkeme subtrahiert wird. . 

GemSB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausftlhrungsformen 
dient die Linearkombinationsanalyse einem Kalibrienmgsverfahren, bei dem ein vor dem Be- 
trachten der Zellkeme erfasstes Spektrum zum Dividieren der Spektren der Pixel der Zellkeme 
dient. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 
berechnet der mathematische Algoriflmius eine Rot-Griin-Blau- Farbabbildung unter Verwen- 
dung bestimmter Wellenlangenbereiche. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsfoimen 
berechnet der mathematische Algorithmus ein Verhaitnis zwischen hitensitaten bei zwei unter- 
schiedlichen Wellenlangen flir jedes der Spektren der Pixel. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 
berechnet der mathematische Algorithmus ein Verhaitnis zwischen Intensitaten bei zwei unter- 
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schiedlichen WellenlSngen flir jedes der Spektren der Pixel und fSrbt jedes Pixel gemSB des 

berechneten VerhSltnisses in einer helleren oder dunkleren kimstUchen Farbe. 

Gemafl noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 

dient die Vorrichtung fBr eine Anwendung, wie dem Bereitstellen eines Faib-Karyotyps embryo- 
5 naler Zellen, Bereitstellen dnes Farbkaryotyps von Leukozyten, Bereitstellen eines 

Farbkaryo^s von bSsartigen Zellen und/oder Zellen, Bereitstellen eines Farbkaryotyps von auf 

Bosartigjceit untersuchten Zellen. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, beyorzugten Ausfiihrungsformen 

sind die embrionalen Zellen Chorionzotten-Zellen und/oder aus dem peripherischen Blut einer 
10 einer schwangeren Frau isolierte Zellen. 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfuhrungsformen 

dient die Vorrichtung zum Nachweisen einer Trisomie des menschlichen Chrompsom 21, einer 

menschlichen, chromosomalen Bande 21q22, eines Fragments menscMicher, chromosomaler 

Bande 21q22, des menschlichen Chromosoms 18, eines Fragments des menschlichen Chromo- 
15 soms 18, des menschlichen Chromosoms 13 und eines Fragments des menschlichen 

Chromosoms 13« 

GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 
dient das Bereitstellen des Farb-Karyotyps der auf Bosartigkeit untersuchten Zelle zum Erhalten 
einer farbigen Translokationszuordnung. 
20 GemaB noch weiterer Merkmale in den beschriebenen, bevorzugten Ausfiihrungsformen 

dient das Bereitstellen des Farb-Karyotyps bosartiger Zellen zum Erhalten einer farbigen Trans- 
lokationszuordnung. 

Die vorliegende Erfindung iiberwiridet erfolgreich die Nachteile der vbrliegend bekannten 
Konfigurationen durch Bereitstellen einer Vorrichtung flir in situ Hybridisierungi die empfindlich 

25 genug ist, um gleichzeitig Dutzende von spektral Shnlichen, aber dennoch ein wenig 
unterschiedlichen fluoreszierenden Sonden nachzuweisen, wobei die Vorrichtung damit zum 
Bereitstellen ernes Farb-Karyotyps, in dem jedes Chromosomenpaar in einer unterschiedlichen 
RGB- Oder kunstlichen Farbe erscheint zum gleichzeitigen Locus-Zuordnen von Dutzenden von 
Loci, einer Kombination von Farb-Karyotyping und mehrfachem Loci-Zuordnen und sofort 

30 erhaltlicher, genetischer Inaugenscheinnahme fUr chromosomale Abwesichungen Shig ist. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die hierin beschriebene Erfindung wird beisielhaft unter Bezug auf die anliegenden 
Zeichnurigen beschrieben: 
35 Figur 1 zeigt ein herkommliches (Stand der Technik) Abbildungsspektrometer des Spalt- 

typs. 

Figur 2 ist ein Blockdiagramm, das die Hauptbestandteile eines Abbildungspektrometers 
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zeigt, das in Ubereinstiinmung mit der US-P-08/392,019 (Stand der Technik) aufgebaut ist 

Figur 3 zeigt ein Interferometer des sich nicht bewegenden Typs, namlich eines Sagnac- 
Interferometers, wie in einem Abbildungsspektrometer in Obereinstimmung mit der US-P- 
08/392,019 (Stand der Technik) venvendet. 

Figur 4 zeigt eine Definition von Pseudo-RGB-(rot, grun, blau)-Farben zum Hervcrheben 
ausgewahlter Spektralbereiche. Die totensitat fUr jede Pseudo-Farbe wird durch Megrieren des 
Bereichs unter der Kurve berechnet, nachdem er mit einer d&c Kurven mnltipliziert wurde. 

Die Figuren 5a, 5b und 5c zeigen Litetphase-FISH, die mit zwei unterschiedlichen, an 
Texas-Rot und Rhodamin angebrachten Sonden durchgefUhrt.wird, wobei (a) eine ursprOngliche 
Abbildung ist, so wie sie durch ein Mikroskop aussieht, (b) die gleiche Probe nach dem Erfassen 
imd Verarbeiten durch die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung ist und (c) die 
Fluoreszenzspektren von dem Texas-Rot- und dem Rhodaminfluorophor sind. 

Die Figuren 6a, 6b und 6c zeigen Interphase-FISH, die mit sechs unterschiedlichen Sonden 
durchgefOhrt wird,die jede mit einem unterschiedlichen Fluorophor markiert sind, wobei (a) eine 
ursprOngliche Abbildung ist, so wie sie durch ein Mikroskop aussieht, wobei die Zellen mit 
DAPI gefflrbt wurden, (b) die gleiche Probe nach dem Erfassen \md Verarbeiten dutch die 
Vorrichtung der vorliegenden Erfindung ist und (c) die Fluoreszenzspektren von den sechs . 
Chromophbren sind. 

Die Figuren 7a, 7b, 7c, 7d und 7e zeigen gememsam 24 normierte Spektren von 24 Pixehi 
der Abbildung der Figuren 8a und 9a, wobei jedes der Pixel von einen unterschiedlichen, 
menschlichen Chromosom (1-22, X und Y) hergeleitet wird und wobei jedes Chromosom unter 
Verwendimg eines unterschiedlichen Chromosomen- FSibers angefarbt wird, wie in den 
nachstehenden Tabellen detailliert ausgeflihrt wird. 

Die Figuren 8a und 8b sind eine RGB-Abbildung und ein davon hergeleiteter Farb- 
Karyotyp (dargestellt m SchwarzAVeiB), der vom ihr beziehungsweise von den 24 menschlichen, 
mannlichen Chromosomen (1-22, X und Y) hergeleitet ist, wobei jedes Chromosom unter 
Verwendung eines unterschiedUchen Chromosomen-Anfarbungsmittels angefarbt ist, der unter 
Verwendung der Vorrichtung der vorliegenden Erfindung erhalten wird, wie in den 
nachstehenden Tabellen detailliert ausgefUhrt wird. 

Die Figuren 9a und 9b sind farbige DarstelUungen der entsprechenden Figuren 8a und 8b. 

Die Figuren 10a und 10b sind eine R-Baadenfarbungsphotographie fOr DAPI einer Chro- 
mosomenerweiterung einer weiblichen Brustkrebszelle ist, die mit einem herkSnmilichen 
Fluoreszenzmikroskop und einem RGB-Farb- Karyotyp unter Verwendung der Chromosomen- 
Anfarbungsmittel, wie m den Figuren 9a-b, und der entsprechenden Vorrichtung der 
vorliegenden Erfindung (dargestellt in Schwarz /Weifi) erhalten wird. 

Die Figuren 11a und 1 lb sind eine ursprOnglicheund eine deutlichere Darstellung und eine 
Farbdarstellung der entsprechenden Figuren 10a und 1 Ob. 



« • -4 « 



19 

Figur 12 ist eine vergleichende Darstellung des R-Banden-gefSrbten DAPI und einer inter- 
pretierten Aufienlinie der angefiibten, verlagerten, in den entsprechenden Figuren 11a ( links) 
und lib (rechts) dargestellten Chromosomen, wie aus Figur lib bestimmt und unter 
Verwendung des in Figur 9 gezeigten Faib-Karyotypen interpretiert. 
5 Figur 13 ist eine Farbdarstellung von Figur 12. 

Beschreibung der bevorzueten Ausfiihrun gsfomien 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine spektrale Abbildungsvonichtung zmn Nachweisen 
und Analysieren fluoreszierender in situ Hybridisierungen, bei denen zaMreiche Chromosomen-. 
10 Anfarbungsmittel und/oder Locus-spezifische Sonden eingesetzt werden, die alle mil einem 
unterschiedUchen Fluorophor oder einer Kombination aus Fluorophoren markiert sind, wobei die 
Vorrichtung sowohl in raumlicher als auch in spektraler Auflfisung hochempfindUch ist und zum 
gleichzeitigen Nachweisen von Dutzenden von Fluorophoren und/oder Kombinationen von 
Fluorophoren in der Lage ist, wobei die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung zum 
15 Nachweisen von fluoreszierend angefarbten, voUstandigen Chromosomensatzen und/oder 
mehreren Loci einer Art, wie dem Menschen, und zum Bereitstellen eines Farb-Karytyps 
verwendet werden kann. 

Zum besseren VerstSndnis der vorliegmden, wie in den Figuren 4-9 der Zeichnungen 
erlauterten Erfindung wird zuerst auf den Aufbau und die Betriebsweise eines herkommlichen 
20 (d.h. Stand der Technik) Abbildungsspektrometers des Spalttyps Bezug genommen, das eine 
zweidimensionale, wie in Figur 1 gezeigte Detektorenanordnung nutzt. 

Damit umfasst das in Figur 1 erlauterte Abbildungsspektrometer des Spalttyps aus dem 
Stand der . Technik em wie bei 2 angezeigtes optisches Sammelsystem zum Sammehi des 
einfallehden Lichts einer Szene, das bei 4 scbematisch angedeutet wird und das im Wesenthchen 
25 palleles Licht der Szene 4 auf erne erste in der Brennebene liegende Platte fokusiert, die von 
einem Spalt 6 in Anspruch genommen wird, um das Sichtfeld zu bestimmen. Das von Spalt 6 
austretende Licht wird in einer Kollimatorlinse 8 parallel gerichtet und durch ein spektrales 
Streuelement 1 0 (beispielsweise ein Gitter) geschickt, um verschiedene Wellenlangen zu trennen. 
Der Output des spektralen Streuelements 10 wird durch eine fokussiermde Linse 12 auf eine 
30 zweidimensionale Detektoranordnung 14 in einer zweiten Brennebene fokusiert. Der Output der 
Detektoranordnung 14 wird einer Signalverarbeitungsvorrichtung 16 zugef^ 

In der zweidimensionalen Detektoranordnung 14, die den Stand der Technik des Ab- 
bildungsspektrometer der Figur 1 eriautert, bewirkt die Bewegung des Systems (beispielsweise 
eine Rasterbewegung oder ein durch Pfeil 13 angezeigtes Linienscanning) das Scanning entlang 
35 einer Dimension. Das Scaiining entlang der zweiten Dimension wird durch den Spalt 6 
beeinfluBt, der senkrecht zu der Bewegungsrichtung des Systems orientiert ist, Der Spalt 6 stellt 
damit sicher, dass jeder Detektor innerhalb der Anordnung 14 nur die Verteilung eines Pixels bei 
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einer einzelnen WellenlSnge zu jedem Zeitpunkt sieht Dies ist notwendig, um die Spektren jedes 
Pixels 2u trennen. 

Wie im Abschnitt fiber den Stand der Technik vorstehend erlSutert, besteht der Nachteil 
des in Figur 1 erlSuterten Verfahrens gemSB dem Standes der Technik darin, daB die meisten 
5 Pixel von einem Rahmen nicht zu jeden bestinmiten Zeitpunkt gemessen werden, obwohl das 
optische System 2 eigentlich sogar Energie von alien von ihnen gleichzeitig sammelt Als 
Ergebnis wird bei einem System, das einen derartigen Spalt nicht benotigt, die erforderliche 
Rahmenzeit deutlich erhoht und/oder das Signal/Rausch-Verhaltnis (Empfindlichkeit) wesentlich 
emiedrigt. 

10 Figur 2 ist ein Blockdiagram, das die Hauptbestandteile eines verbesserten Abbildungs- 

spektrometers gemaB dem Stand der Technik eriautert, das in der US-P-08/392,019, an Cabib et 
fl/., eingereicht am 21, Februar, 1995, die unter bezugnahme aufgenomen wird, als wSre sie hier 
vollstandig offenbart. Dieses Abbildungsspektrometer wurde sehr paasend dazu entworfen, die 
erfindungsgemaBe Vorrichtung zu ergSnzen. 

15 Das Abbildungsspektrometer von Figur 2 gemSB dem Stand der Technik schlieBt damit 

ein: ein optisches Sammelsystem, das im Allgemeinen mit 20 bezeichnet wird, einen ein- 
dimensionalen Scaimer, durch Block 22 angezeigt, eine iEnirichtnug zur Erzeugung optischer 
Weglangenunterschiede (optical path difference, OPD) oder Interferometer als Block 24 
angezeigt, eine eindimensionale oder zweidimensionale Detektoranordnung, als Block 26 

20 angezeigt, imd eine Signalverarbeitungsvorrichtung und -anzeige, als Block 28 gekennzeichnet " 
Ein problembehaftetes Element in System 20 ist die OPD-Erzeugungseinrichtimg oder das 
Interferometer 24, die/das moduliertes Licht ausgibt, das einem bestimmten Satz von Linearkom- 
binationen der spektralen Intensitat des emittierten Lichts entspricht, das von jedem Pixel der zu 
analysieren Szene emittiert wird. Der Output des Interferometers ist auf eine Detektoranordnung 

25 26 fokussiert, Damit werden alle erforderlichen, optischen Phasendiflferenzen fur alle Pixels des 
Sichtfeld gleichzeitig gescannt, um die voUstandige Information zu eAalten, die erforderlich ist, 
um das Spektrum zu rekonstruieren. Die Spektren aller Pixel in der Szene werden damit gleich- 
zeitig mit der Abbildungsinfonnation gesammelt und erlauben somit die Analyse der Abbildung 
inEchtzeit. 

30 Das Gerat gemSB der US-P-08/392,019 kann bei einer gjroflen Vielzahl von Konfigura- 

tionen angewendet werden. Besonders das verwradete Interferometer kann mit anderen Spiegeln 
kombiniert werden^ wie in den relevantenFiguren der US-P-08/392,019 beschriebenw^ . 

Damit kSnnen gemaB der US-P-08/392,019 altemative Interferometertypen oder Interfero- 
meter eingesetzt werden. Diese schlieBen ein (1) einen bewegbaren Interferometertyp, in dem die 

35 OPD variiert wird, um das Licht zu modulieren, namlich ein Fabry-Perot-Interferometer mit 
gescannter Dicke, (2) einen Michelson-Interferometertyp, der einen Strahlteiler enthSlt, der den 
Strahl von einem optischen Sammelsystems erhalt, sowie einen Scaimer und den Strahl in zwei 
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Wege spaltet, (3) ein Sagnac-Interferometer, das optisch mit anderen optischen Mittel kombiniert 
ist, in denen die OPD mit dem Einfallswinkel der reinkonmenden Strahlung variiert und (4) ein 
Interferometer mit vier Spiegeln plus Strahlteiler, wie in der zitierten US-Patentanmeldung . 
weiter besclmeben wird. 

5 Figur 3 eriautert ein Abbildungsspektrometer, das in XJbereinstimmung mit der US-P- 

08/392,019 aufgebaut ist und bei dem ein Interferometer zum Einsatz kommt, bei dem die OPD 
mit dem Einfallswinkel der einfallenden Strahlung variiert. Ein Strahl, der in einem spitzen 
Winkel zur optischen Achse in das Interferometer eintritt, unterliegt einer OPD, die mit diesem 
Winkel im Wesentlichen linear variiert. 

10 . In dem Interferometer von Figur 3 wird die ganze Strahlung von Quelle 30 in alien Pixebi, 

nach dem sie parallel durch ein optisches System 31 gerichtet ist, durch einen mechanischen 
Scanner 32 gescannt. Das Licht wird dann durch einen Strahlteiler 33 zu eiiiem ersten Reflektor 
34 und dann zu einem zweiten Reflektor 35 gefiihrt, der das Licht durch den Sttahlteiler 33 
zurQck und dann durch erne fokusierende Linse 36 auf eine Detektoranordnung 37 (beispielswie- 

15 se einen CCD) reflekdert. Dieser Strahl mterferiert mit dem Strahl, der durch 33, dann durch den 
zweiten Reflektor 35 und schlieBlich durch den ersten Reflektor 34 refldktiert wird 

Am Ende des Scans wurde jeder Pixel durch alle OPD's erfasst, wobei das Spektrum jedes 
Pixels der Szene durch Fourier-Transformation rekonstruiert werden kann. Ein zu der optischen 
Achse paralieler Strahl wird kompensiert und ein Strahl mit einem Winkel (6) zu der optischen 

20 Achse unterliegt einer OPD, die eine Funktion der Dicke des Strahlteilers 33, semem 
Brechungsindexes und dem Winkel B ist. Der OPD is proportional zu fur spitze Winkel. Beim 
Anlegen der passenden Inversion und durch sorgfaltiges Aufeeichnen wird das Spektrum jedes 
Pixels errechnet. 

In der Konfiguration von Figur 3 geht der Strahl, der auf dem Strahlteiler bei einem Winkel 
25 ^ ()3 ^ 45*" in Figur 3) einfallt, durch das Interferometer mit einer OPD ^ 0, wohingegen ein 
Strahl, der bei einem allgemeinen Winkel jS- 0 einfallt, einer OPD unterliegt, die durch das 
folgende gegeben ist; 

0PD(|8. ej,n)^ r[(n^-sin2(i&f 0))°'^-(n^-sm^ 03-^))**^ + 2sinj8sin9] (1) 

30 ■ . ■ 

wobei jS der Einfallswinkel des Strahls auf dem Strahlteiler, B die Winkeldistanz ernes Strahls 
von der optischen Achse oder Interferometerdrehwinkel in Bezug auf die zentrale Stellung, t die 
Dicke des Strahlteilers und n der Brechungsindex des Strahlteilers ist. 

Es folgt aus Gleichung 1, dass durch Scanmng sowohl positive als auch negative Winkel in 
35 Bezug auf die zentrale Stellung ein doppelseitiges Interferogram fur jedes Pixel erhalten werden 
kannen, das dazu beitragt, Phasenfehler zu eleminieren, was genauere Ergebnisse in der Fourier- 
Transfonnationsberechnung ergibt. Die Amplitude beim Scannen bestimmt die maximal zu 
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erreichende OPD. die sich auf die spektrale AuflSsung der Erfassung bezieht. Die GrSfie des 
Winkelschritts bestimmt den OPD^Schritt, der wiederum durch die kiirzeste Wellenlange vorge- 
schrieben wird, bei der das System empfindlich ist. Genau gesagt muB gemaB des Proben- 
tbeorems [siehe Chamberlain, The principles of interferOmetic spectroscopy, John Wiley and 
5 Sons (1979), 53-55] dieser OPD-Schritt kleiner sdn als die HSlfte der WellenlMnge, bei er das 
System empfindlich ist 

Ein anderer Parameter, der berCicksichtigt werden soli, ist die endliche Gr6Be eines Detekt- 
orelements in der Matrix. Durch die fokussierenden optischen Bestandteile begrenzt das Element 
eine endliche OPD in dem Interferometer, was den ZusammenroUeffekt des Xnterferogranams mit 

10 einer. rechteckigen Fxmktion aufweist. Dieses bewirkt als Konsequenz eine Verringerung der 
Systemempfindlichkeit bei kurzen Wellenlangen, die bis auf Null fiir WellenlMngen fallt, die 
gleich Oder unter der durch das Element begrenzten OPD sind, Aus diesem Grund mxiB sicherge- 
stellt werden, dass die Bedingung fOr die Modulationstransferfimktion (MIT) erftlllt ist, dh., 
dass die OPD, die durch ein Detektorelement in dem Interferometer begrenzt ist, kleiner sein 

1 5 muB als die kuizeste Wellenlange, bei der das Instrument empfindlich ist 

Damit erfassen die in tfbereinstimmung mit der Erfindung in der US-P-08/392019 offen- 
barten, aufgebauten Abbildungsspektrometer nicht nur die von jedem Pixel in dem Sichtfeld 
kommende Lichtintensitat, sondem erfassen ebenfiills das Spektrum jedes Pixels in einem 
vorbestimmten Wellenlangenbereich. Sie nutzen ebenfalls die ganze Strahlung besser, die durch 

20 jedes Pixels in dem Sichtfeld zu einem bestimmten Zeitpuiikt emittiert wird, und ermogUchen 
somit, wie vorstehend erldart, eine deutliche Abnahme bei der Rahmenzeit und/oder eine 
deutliche ErhOhung der Empfindlichkeit des Spektrometers. Derartige Abbildungsspektrometer 
kSnnen verschiedene Interferometertypen vmd optische Sammelsysteme und fokussierende 
Systeme einschliessen und kfinnen daher bei einer breiten Vielfalt von Anwendungen verwendet 

25 werden, einschlieBlich medizinischer Diagnostik xmd Therapie und biologischen Forschungs- 
anwendungen, sowie Femerkundung fiir geologische und landwirtschaftliche Untersuchungen 
und ahnliches. . 

Ein Abbildungsspektrometer in t)bereinstimmung mit der in US-P-08/392,019 ofifenbarten 
Erfindung wurde durch Spectral Diagnostics (SD) Ltd., Industrial Park, Migdal Haemek, Israel 
30 entwickelt, das hier als SpectraCube™ bezeichnet wird. Das mit einer Vielzahl von optischen 
Vorrichtungen verbundene SpectraCube™ -System wurde verwendet, imi die erfindungsgemSBe 
Vorrichtung zu bilden. Das SpectraCube™-System weist folgende Eigenschaflen auf, die bier 
nachstehOTd in Tabelle. 1 aufgelistet sind, 

35 TabeUel: 



Parameter 



Leistung 
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RaumlicheAuflSsung: 30/M urn (M= wirksame Mikroskop- oder fore-optics-VergrSSerung 
(effective microscope or fore optics magnification)) 

Sichtfeld: 15/M Millimeter 

EmpfindUchkeit: 20 MilliLxK (bei 100 msec' iitegrationszeit, nimmt bei langeren 

Integrationszeiten linear mit 

Spektralbereich: 400-1000 nm 

Spektrale AuilSsung: 4 nm bei 400 nm (16 ran bei 800 nm) 

Erfessungszeit: 5-50 Sek, typisch 25 Sek , . 

FFT Bearbeitungszeit: 20-180 Sek, typisch 60 Sek 

Anzeige und Analyse von spektralen Abbildungen 

a. Allgemeines 

5 Wie vorstehend erwahnt ist die spektrale Abbildnng eine drei^ensionale Datenanordnimg I {x, 
y, X), die spektrale Information mit rSumUcher Organisation der Abbildimg kombiniert. SomU ist 
eine spektrale AbbUdung aufgrund ihrer Anzahl an Dimensional ein spektralei: Wtirfel genannter 
Datensatz, der das Herausziehen von Eigenschaften und die Auswertang von Mengen erm6g- 
Ucht, die andemfalls schwer, und in einigen Fallen unmSgHch erhalten werden kSnnen. Da so- 
10 wohl Spektroskopie als auch digitale Abbildungsanalyse gut bekamte Gebiete sind, die duich 
eine groBe menge an Uteratur abgedeckt sind [siehe, beispielsweise, Jain, Fundamentals of 
Digital Processing, Prentice-Hall International (1989)] wird sich die nachstehende Diskussion 
hauptsachlich auf den Vorteil des Kombinieren spektroskopischer Liformation und Abbildungs- 
infonnation in einem eiiizigen Datensatz, d.h. diiean spreklrden WQifel fokussie^ 
15 Ein mo^cher Analysetyp eines spdctralen WMels ist, die spektralrai und raumlichen 

Daten getrennt zu verwenden, dJi., spektrale Algoritbmen an die spektralen Daten und 
zweidimensional abbildungsveraAeitende Algorithmen an die laumlicheh Daten anzulegen. 

Als ein Beispiel eines spektralen Algorithmus wird ein Algorithmus in Betracht gezogai, 
der die Ahnlichkeit zwischen einem Referenzspektrum und dem Spektren aller Pixel (d.h. 
20 Ahnlichkeits-Zuordnen) errechnet und einer Grauwert-(oder dner anderer Farbe)-Abbildung 
(d.h. einer Ahnlichkeitszuordnung) ergibt, bei der die Biteansitat bei jedem Pixel proportional zu 
dem Giad der "Ahnlichkeit" ist Diese Graawert-Abbildung kann dami durch die Verwendung 
von abbildungsverarbeitenden und maschinell sehenden Techniken (beispielsweise Abbildungs- 
vergroBerungen, Mustererkennung etc.) weiter analysiert werden, van die gewUnschten Eigen- 
25 schaflen und Parameter herauszuziehen. Mit anderen Worten AhnUchkeits-Zuordnen umfasst das 
Berechnen des Integrals des Absolutwertes da Differenz zwischen dem Spektrum jedes Pixels 
der spektralen Abbildung in Bezug auf ein Referenzspektrum (entweder vorha in einer 
Bibliothek gespeichert oder zu einem Pixel des gleichen oder anderen spektralen Abbildung 
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gehSrend) und Anzeigen einer Grauwert- oder Pseudofarbabbildung (Schwarz/Weifi oder Farbe), 
bei der die hellen Pixel einer kleinen spektralen DifiFerenz entsprechen und die dunklen Pixel 
einer groBen spektralen Differenz entsprechen, oder umgekehrt. 

Auf ahnliche Weise fflhrt eine Einteilungs-Zuordnen die gjeiche, wie fiir das Ahnlichkeits- 
5 Zuordnen beschriebene Berechnung durch und nimmt bislang nlehrere Spektren als 
Referenzspektren und fSrbt jeden Pixel der angezeigten Abbildung gemSB seiner Einteilung als 
das an ahnlichsten zu einem der mehreren Referenzspektren liegendem Pixel mit einer 
unterschiedlichen Pseudoferbe. 

Es ist ebenfells mSglich, spektral Abbildungsalgorithmen anzulegen, die auf nicht trennba- 

10 ren Rechenvorg^gen gestatzt sind, d.h. Algorithmen, die sowohl lokale, spektrale Information 
als auch raumliche Wechselbeziehungen zwischen den angrenzenden Pixeln einschlieBen (einer 
dieser Algorithmen ist, wie nachstehend gesehen. werden wird, eine Hauptkomponratenanalyse). 

Eines der grundlegenden Erfordemisse, das natOrlicherweise entsteht, wenn mit 
dreidimaosionalen (3D) Datenstrukturen, wie einem spektralen Wtirfel (dh, I(x, y, z)) gearbeitet 

15 wird, ist das Visnalisieren jener Datenstruktur auf sinnvoUe Art und Weise. Anders als bei 
anderen Typen von 3D-Daten, wie tomographischen Daten D(x^ z), die beispielsweise durch 
ein konfokales Mikroskop erhalteii werden, bei denen jeder Punkt im AUgemeinen die Intensitat 
an einem unterschiedlichen Ort {x^ z) in einem dreidimensionalen Raum darstellt, ist die 
spektrale Abbildxmg erne Sequenz von Abbildungen, die die IntensitSt der gleichen zwei- 

20 dimensionalen Ebene (d,h. der Probe) bei unterschiedlichen WellenlSngen darstellen. Aus diesem 
Grund sind die zwei intuitivsten Arten, einen spektralen Datenwiirfel zu betrachten, entweder die 
Abbildungsebene (raujuliche Daten) oder die Intensitat eines Pixels oder eines Satzes von Pixehi 
als eine Funktion von Wellenlange in einer dreidimensionalen Berg und Tal Darstellung zu 
betrachten. Im AUgemeinen kann die Abbildungsebene zum Anzeigen von entweder der bei jeder 

25 einzebien Wellenlange erfaBten Intensitat oder der Grauwert- Abbildung verwendet werden, die 
nach dem Anlegen eines spektralen Analysealgorithimuses tiber einem gewflnschten spektralen 
Bereich bei jedem Abbildungspixel resultiert. Die spektrale Achse kann im AUgemeinen verwen- 
det werden, um das resultierende Spektrum irgendeiner raumlichen Durchfiihrung daizustellen, 
die in der N§he jedes gewunschten Pixel durchgefflhrt wird (beispielsweise den Durchschnitt des 

30 Spektrums ermitteln). 

Es ist beispielsweise mSglich, die spektrale Abbildung als eine Grauwert- Abbildung anzu- 
zeigen, die Shnlich zu der Abbildung ist, die von einer einfachen monochromen Kamera oder 
einer Vielfarbenabbildung erhalten werden kann, die eine oder mehrere kunstliche Farben nutzt, 
um wichtige Eigenschaften hervorzuheben und zuzuordnen. Da eine derartige Kamera einfach 

35 das optische Signal tiber den spektralen Abstand (beispielsweise 400 imi bis 760 nm) der CCD- 
Anordnung integriert, kaim die "equivalente" monochrome CCD-Kameraabbildung aus der 
spektralen 3D- Abbildungsdatenbank durch Integrieren . entlang der spektralen Achse, wie 
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nachstehend, berechnet werden: 
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A* 

gr(Q>_scale(^x,y)= Jw(A)-/(x,y,A)rfA 

Al 



(2) 



In Gleichung 2 ist eine aUgeraein gewichtende Antwortsfiinktion, die beim Ba-echnen 
5 einer Viehahl von Grauwert-Abbildungen die gr66te FlexibUitat bereitsteUt. die alle auf der Inte- 
gration einer passenden gewichteten spektralen Abbiidung liber irgendcineh spektralen Afcstand 
beruhen. Beispielsweise durch Berechnen der Gleichung (2) mit drei gewichtenden Funkhonen 
{w^ vvgOi> wtWl die der Tristimulus-Antwortfunktionen fOr rot (r). grlin (g) und blau (b) 
entsprechen, ist es mSgUch. eine entsprechende herkSnmriiche RGB-Faibabbildung anzuzeigen. 
0 Es ist zudem mSgUch, sinnvoUe. nicht herkSnunliche (Pseudo) Faibabbildungen anzuzeigen. 
Figur 4 zeigt ein Beispiel der Wirksamkeit *eses einfacheii Algoiitbmuses. Unter der Annahnie. 
dass {wr, Wi) derart ausgewShlt sind, dass sie innerhaib eines Spektrums von Interesse ver- 
teilte Gauss-Funktionen bilden, wobei die resultieiende Pseudo-Faibabbildung, die in diesem 
Fall angezeigt wild, nur Daten in den spektralen Bereichen, die den wichtenden Fnnktionen ent- 
5 sprechen. hervorhebt und den spektralen Differenzen in diesen drei Bereichen ermoglicht, 
deutlicher nachgewiesen zu werden. 

b Punktoperationen 

Punktoperationen sind als die Operationen definiert, die an einzehien Pixels durchgefiihrt werden 
20 (d.h. nicht mehr als einen Pixel zu einer Zdt einschUeBen). So kann beispielsweise bei einer 
Grauwert-Abbildung eine Punktoperation eine Operation darstellen, die die Intensitat jedes 
Pixels antensitats&nktion) aner anderen Intensitat gen^ einer bestimmten Transformations- 
fonktion zuordnet. Ein besonderer Fall dieses Transformationstyps ist die Multqjlikation der In- 
taisitat jedes Pixels mit einer Konstante. 
25 Das Konzept von Punktoperationen kann zudem auf spektrale Abbildungen ausgedehnt 

werden: hier weist jeder Pixel seine eigene mtensitatefimktion (Spektrum) au^ d h. einen n- 
dimensionalenVektor : A 6[A, A] • Eine auf eine spektrale AbbUdung angelegte Punkt- 

operation kann als eine Operation definiert werden. die dem Spektrum jedes Pixels einen Skalar 
(d.h. einen Intensitatswert) gemSB oner Transformationsfiraktion zuordnet: 



Vj=g(K,(A));Ae[A„AJ (3) 



Bilden einer Grauwert-Abbildung gemaB Gleichung 3 ist ein Beispiel dieses Typs der Punkt- 
operation. In einem allgemeineren Fall ordnet eine Punktoperation dem iSpektrum (Vektor) jedes 
35 Pixels einen anderen Vektor gemaB einer Transformationsfimktionzu: 

V,{1) = giV^WyJ e [l,N],^ 6 iW wobei N^n. 
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In diesem Fall wird eine spektrrale Abbildimg in eine andere spektrale Abbildiing transformiert. 

Nun kann die Definition von Punktoperationen ausgedehnt werden, um Operationen 
zwischen entsprechenden Pixebi imterschiedlicher spektraler Abbildungen einzuschlieBen. Bin 
5 wichtiges Beispiel dieses Algorhitmustyps ist die optische Dichteanalsye. Optische Dichte wird 
eingesetzt, um Bereiche eines Objekts, das spektroskopisch mit hSherem dynamischen Abstand 
als dm Transmissionspektrum studiert wird, hervorzuheben und graphisch daxzustellen. Die 
optische Dichte ist mit der Transmission durch eine logarithmische Operation verbunden und ist 
deshalb immer eine positive Funktion. Die Beziehung zwischen der optischen Dichte imd den 
10 erfaBten Spektren ist durch das Libert Beer'scheGesetzbestimmt: 

ODW = -logio ^ = -log.o rW (5) 

wobei 0D(>) die optische Dichte als eine Funktion der WellenlSnge^ /(9^ das erfasste Spektrum, 

15 loO^ em erfaBtes Referenzspektrum und 7(>^ der spektrale Trarismissionsfaktor der Probe ist. 
Gleichung 5 wird fur jeden Pixel ftir jede Wellenlange berechnet, wobei loO^ ausgesucht ist aus 
(1) einena Pixel in dem gleichen spektralen Wfirfel fOr den die OD berechnet ist, (2) einem 
entsprechenden Pixel in einem zweiten Wtirfel und (3) einem Spektrum aus der BibUothek. 

Es ist festzustellen» dass die optische Dichte weder von der spektralen Antwort des Erfas- 

20 sungssystems noch von der Uneinheithchkeit des CCD-Detektors abhangt. Dieser Algorithmus 
ist nfitzlich, um die relative Konzentration und in manchen Fallen die absolute Absoiptionsmit- 
telkonzentration in einer Probe zuzuordnen, falls ihre Absoiptionskoeffizienten und die Proben- 
dicke bekannt sind. Daher soUte festgestellt werden, dass der Ausdruck "Niveau", wie er hier 
verwendet wird, sich ebenfalls auf die Ausdrucke "Menge", "relative Menge", "absolute 

25 Konzentration" und "relative Konzentration" bezieht. 

Zusatzliche Beispiele schlieBen verschiedene Linearkombinationsanalysen ein, wie bei- 
spielswdse: (1) Anlegen eines bestimmten Spektruins an das Spektrum von jedem der Pixel in 
emer spektralen Abbildung durch eine arithmetische Funktion, wie Addition, Subtraktion, Multi- 
plikation. Division und Kombinationen davon, um einen neuen spektralen Wiirfel zu erhalten, 

30 bei dem das resultierende Spektrum jedes Pixels die Smnme, die Differenz, das Produktver- 
haltnis Oder die Kombination zwischen jedem Spektrum des ersten Wfirfels und dem ausge- 
wahlten Spektrum ist und (2) Anlegen eines bestimmten Skalars an die Spektren von jedem der 
Pixel der spektralen Abbildung durch erne wie vorstehend beschriebene, arithmetische Funktion, 
Derartige Linearkombinationen kSnnen beispielsweise vwwendet werden fUr Hintergrund- 

35 substraktionen, bei der ein Spektrum eines sich im HSntergnmdsbereich befindenen Pixels von 
dem Spektrum von jedem der Pixel subtrahiert wird und fur em Kalibrierungsverfahren, bei dem 
ein vor der Probenanalyse erfaBtes Spektrum verwendet wird, um das Spektrum von jedem der 



Pixels in der spektralen Abbildung zu dividieren. 

Ein anderes Beispiel schlieBt ein Abbildungsberechnungsverhaltnis und Anzeigen einer 
Grauwert-Abbildung ein. Dieser Algorithmus berecbnet das VerhSltnis zwischen den Intensitaten 
bei zwei unterschiedlichen WellenlSngen fflr jedes Pixel der spektralen Abbildung und faibt 
5 jedes der Pixel entsprechend mit einer helleren oder dunkleren kiinstlichen Farbe. Beispielsweise 
farbt' es die Pixel fiir ein hohes Verbaltnis hell und fur ein niedriges Verhaltnis dunkel (oder 
andershenim), um die Verteilung spetral empfindlicher Materiaiien anzuzeigen. 

c Raumlich spektral kombinierte Operationen 

10 In alien den voxstehend aufgefilhrten spektralen Abbildunganalyisevonichtuhgen werden die 
spektralen Daten mit Algorithmen verarbeitet Die Wichtigkeit des Anzeigens der spektral 
verarbeiteten Daten als Abbildung ist meistens qualitativ und stellt dem Benutzer eine ntttzliche 
Abbildung bereit. Es ist jedoch ebenfalls abhangig von der Anwendung mSglich, die 
vorhandenen Abbildungsdaten in noch sinnvoUeren Weisen dutch Anlegm von Algorithmen zu 

15 verwenden, die die raumlich-spektrale Korrelation nutzen, die bei einer spektralen Abbildung 
inharent ist. Raumlich spektrale Operationen stellen die wirkungsvollsten Typen von spektralen 
Abbildungsanalysealgorithmen dar. Als Beispiel kann die nachstehende Situation in Betracht 
gezogen ^erden: 

Eine Probe enthalt k Zelltypen, die mit k unterschiedlichen Fluorophoren gefarbt sind (der 

20 Ausdruck ,^elle" wird hierbei sowohl fflr eine biologische Zelle als auch als „em Bereich in dem 
Sichtfeld des Instruments" verwendet). Jedes Huorophor weist ein unterschiedliches Fluores- 
zenzemissionsspektrum auf und verbindet sich nur mit einem der k Zelltypen. Es ist wichtig, die 
durchschnitfliche FluoreszenzintensitSt pro Zelle ftir jeden einzelnen der k Zelltypen zu finden 
Um diese Aufgabe zu bewaltigen kann das folgende Verfahren verwendet werden: (1) Einteilen 

25 jedes Pixels in der Abbildung gemSB seines Spektrums zu einer von ik + 1 Klassen (i-Zelltypen 
plus eine Hintergrund) gehorend, (2) Segmentieren der Abbildung in die verschiedenen Zelltypen 
und Bestimmen der Anzahl der Zellen von jedem Typ und (3) Summieren der durch jede Klasse 
beigetragene Fluoreszenzenergie und sie durch die Gesamtanzahl der Zellen von der entspre- 
chenden Klasse dividieren. 

30 Dieses Verfahren macht sowohl von spektralen als auch von raumlichen Daten Gebrauch. 

Die relevant©!, spektralen Daten nehmen die Form von kennzeichnenden Zellspektren an (d.h. 
spektraler „Signaturen"), wahrend die raumlichen Daten aus Daten iiber verschiedene Zelltypen 
(d.h. Zellklumpen) bestehen, wovon einige dem Auge Shnlich erscheinen. Der ideale Erfassungs- 
typ fiir diese Situation ist eine spektrale Abbildung. In der vorstehenden Situation konnen Zellen 

35 durch ihre kennzeichnende spektrale Signatur unterschieden werden. Somit wird eine geeignete 
Punktoperation eingesetzt, um eine synthetische Abbildung zu erzeugen, bei der jedem Pixel 
einer von k +1 Werten zugewiesen \yird. Unter der Voraussetzung, dass die Fluoreszenz- 
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emissionspektren der unterschiedlichen Zelltypen als 5.(A);i = l,2, e bekannt 

sind iind das erfaBte Spektmm bei jedem Pixel {x, y) s^y{2), A e betragt, dam ist der 

nachstehende Algorithmus ein mSgliches Einteilungsverfahren (vorstehender Schritt 1): 

Man lasse e^i die Ableitung des erfaBten Spektrums von einem bekannten Spektmm des am 
dem Zelltyp i angebrachten Fluorophors sein. Dann kann bei Anpassung einer ,JDistanz"-Defi- 
nition mit der Methode der kleinsten Quadrate geschrieben werdm: 

ef^jyisW-s.WY (6) 

wobei, Rx der spektrale Bereich von Interesse ist. Jeder Punkt [Pixel (x,y)] in der Abbildung kann 
unter der Varwendung des nachstehenden Kriteriums in eine der + 1 Klassen eingeteilt werden: 
Punkt (x,y) e Klasse A + 1, wenn q\ >SchweIlenwert fOr alle i e [1^], 
wobei ^ (7) 

Punkt (x,y) e Klasse p, wenn e^i<SchweIlenwert und p derart ist, daB min[e^i]=e% 

Die vorstehenden Schritte 2 und 3 (Abbildungssegmentierung und Berechnung der 
durchschnittlichen Fluoreszaiz-Iatensitat) sind nun richtungsbetrieben und veiwenden Operatior 
nen zum maschinellen Sehen auf der synthetischen Abbildung, die in Ubereinstimmung mit dem 
in den Gleichungen 6 und 7 beschriebenen Algorithmus erzeugt wird. 

Ein anderer Ansatz ist das erfaBte Spektmm Sx,yQ^ bei jedem Pixel als eine Linearkomr 
bination der k bekannten Fluoreszenzspektren Si(X); i= 1, 2, .:.k auszudriicken. In diesem Fall, 
wird der Koeffizienzvektor C=[ci, C2, ,cjt] gefimden, der lost 

>=mmX;(^W"^W)' (8) 
wobei s(jI) = 2^C; • s^{A) 

An dF 

Auflosen nach — = 0 fiir i = 1, 2, ,k (d.h. finden der Werte von die F minimieren, ergibt 

die Matrixgleichung 0=A"^B (9), wobei A eine Quadriatmatrix von Dimension mit den 
Elementen a„,„ ^i^^M'^nW] (10) und B ein als b„ -[^i^^ W'^W], m, n = 1, 2, ,k 

(11) definierter Vektor ist. 

Arithmetische Operationen k5nnai in Shnlicher Art und Weise an zwei oder mehrere 
spektrale WOrfel und/oder Spektren mit bestimmten Pixeln oder Spektren von einer Bibliothek 
anlegt werden. Beispielsweise kann man das Anlegen einer arithmetischen Operation zwischen 
entsprechenden WellenlSngen von entsprechenden Paaren von Pixeln in Erwagung Ziehen, die zu 
einem ersten und emem zweiten spektralen Datenwiirfel gehSren, urn einem dritten spektralen 
Datenwtirfel zum Zweck von beispielsweise, Durchschnittsbildung von zwei spektralen Daten- 
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wiirfeln, Nachverfolgen zeitlicher Andenmgen, spektraler Noimiening etc., zu erfialten. 

Ill emigen Fallen unterscheiden sich in einer spektralen Abbildung vorUegende Objekte 
(beispielsweise Zellen) zu einem gewissen Grad in den chemischen Bestandteilen und/oder der 
Struktur voneinander. Die Veiwendung einer Hauptkomponentenanalyse durch Erzeiigen von 

5 Kovarianz oder einer Koirelationsmatrix vergrSBert diese Meinen Differenzen. Eine kurze Be- 
schreibung der Hauptkomponentenanalyse, die eine Kovarianzmatrix verwendet, wird nacbste- 
bend gegeben. Fiir weitere, detaiUierte Betrachtungen der Hauptkomponentenanalyse wild der 
Leser auf Martens and Naes, Multivariate CaUbration John Wiley & Sons, Great Britain (1989) 
und auf Esbensen et. al., Multi variance analysis - in practise. Computer-aided modeling as 

10 CAMO, and the Unscrambler's guide, Trondheim, Norway, Eds.(1994) yerwiesen. 

Damit werden die Pixelintensitaten der Abbildung bei der Wellaaiange \ (i= 1,..,.N) als ein 
Vektor betrachtet dessen LSnge gleich der Anzahl der Pixel q betragt. Da es N dieser Vektoren 
gibt, einen fUr jede WeUenlSnge der Erfessung, k6nnen diese Vektoren in einer Matrix B* mit q 
Reihen imd N Spalten angeordnet werden: 



Anzahl der WellenlMngen 

Bn • • Bin 

B' = Anzahl der Pixel • * * ' ^^2) 

B,i • • B,N 

Ftir jede der Spalten der Matrix B' ist ein Durdischnitt definiert: 

M,=-^tB'y,i = \ JV (13) 

md dine zweite normaHsierte Matrix D wird definiert als^ 
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B* = Anzahlder Pixel 

Eine Kovarianzmatrix C ist ftlr die Matrix 5 definiert; C-B^-B mit den Abmessungen NxN. C 
wird diagonaKsiert mid Eigenvektoren und Eigenwerte, verknflpft durch O Vi-iM' Vi^ wobei Fi und 
N orthogonale Einheitsvektoren und fij die Eigenwerte sind, die die Varianz in Richtung des i-ten 
Einheitsvektor Vi darstellen. Im AUgemeinen stellen die niedrigsten Komponenten die hochste 

10 VerMnderlichkeitals eine Funktionder Pixel dar. 

Die Produkte (i= 1 , N) sind die Projektionen der spektralen Abbildung auf die Ele- 
mente der orthogonalen Basis. Sie sind Vektoren mit q Elementen (q = Anzahl der Pixels) und 
k5imen getrcnnt als Schwarz/WeiB-Abbildungen angezeigt werden. Diese Abbildungen kSnnen 
Eigenschaften aufdecken die fiir erne normale Schwaxz/WeiB-Abbildung bei einer bestimmten 

1 5 Wellenlange oder einem bestimmten WellenlSngenbereich nicht offensichtlich sind. 

Fluoreszenzspektroskopie 

a. allgemeines 

20 Die Venvendung mehrerer fluoreszierender Farbstoffe (d,h. Fluorophore) [siehe Jain, 
Fundamentals of Digital Image Processing, Prentice-Hall International, (1989)] ist eines der 
wirksamsten und allgemein gebrauchlichen Instrumente zum Analysieren von Geweben' und 
Zellen. Die Fluoreszenz-Mikroskopie ist daher eines der wichtigsten, in der Lichtmikroskopie 
verwendeten experimentellen Verfahren [Lakowicz, Principles of fluorescence spectroscopy, 

25 Plenum Press, New York, London (1983)], Die Wirkuug der fluoreszierenden Sonden beruht 
hauptsachlich auf der groBen Vielfalt an biologischen Strukturen, an die bestimmte Farbstoffe 
gebunden werden konnen [Waggoner, Applications of fluorescence in the biomedical sciences, 
Taylor et al. (Hrsgb.), New York: Alan Liss, Inc., (1986) 3-28]. Fiir eine ausfOhrHche 
Zusannnenfassung uber fluoreszierende Sonden, siehe Mason (Hrsgb.) Fluorescent and 

30 Luminescent Probes for Biological Activity, Biological Techniques Series, herausgegeben von 
Sattelle, Academic Press Limited, London (1993), und Ploem und Tanke, Introduction to 
Fluorescence Microscopy, Oxford University Press, Royal Microscopical Society (1 987), 

Die rasche Entwicklung neuer und hochentwickelterer, mehrlfarbig fluoreszierender Farb- 
stofEmolekule erzeugt weiterhin einen Bedarf nach fortgeschritteneren Fluoreszenz-Abbildungs- 

35 techniken, die das ganze Potential dieser Farbstoffe nutzen k6nnen. FQr eine Diskussion der 
revolutionaren Auswirkung, die fluoreszierende Farbstoffe batten und weiterhin auf dem heute 



Anzahl der WellenlSngen 

/M, /m„ 

(14) 



31 

eingeschlagenen Weg der Forschung haben werden, wird auf Taylor et aL, The New Vision of 
Light Microscopy, American Scientist, Vol, 80 (1992) 322-335 verwiesen. 

Die EinfBhrung kombinatorischer Fluoreszenzfarbstoffe, bei denen verschiedene Kombi- 
nationen von ein paar wenigen Basis-Fluoreszenz-Farbstoffen yerwendet werden, ist eine 

5 merkliche Verbesserung bei mehrfaibigen fluoreszierenden Farbstoffen, siehe Ried et al.. 
Simultaneous visualization of seven different DNA probes by in situ hybri<Kzation using 
combinatorial fluorescence and digital imaging spectroscopy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 
(1992) 1388-1392; und Ried, Fluoreszenz in situ Hybridsierung in der genetischen Diagnostik, 
Fakultat fOr Theoretische Medizki, Ruprecht-Karls-Uniyersitat Heidelberg (Jan. 1 994). 

10 Bio-Abbildungsvorrichtungen, bei denen die erfindungsgemaBe Voxrichtung verwendet 

wird, stellen mehrere wichtige Vorteile .fur Fluoreszenzabbildungsanwendungen gegenUber auf 
Filtem basierenden Ansatzen bereit. Diese Vorteile schlieBen die nachstehenden ein: (1) 
Erfassung des voUstandigen Spektrums, das viel bessere quantitative Einsicht in das eigentliche 
Verfialten von Farbstoffinolekulen in der betrachteten Probe bereitstellt, (2) FShigkeit, einige der 

15 herkommlichen von der unerwtinschten Hintergrundlumineszenz ausgehenden Probleme zu 
iiberwinden, (3) unerwiinschte .oder unvorhersehbare spektrale Verschiebungen, die in dem 
Emissionsspektnmi einer . fluoreszierenden Sonde aufgrund ihrer Mikro-Umgebung 
(beispielsweise Temperatur) auflreten, konnen beim Bestimmen der Sondenkonzentration in 
Betracht gezogen werden, wobei derartige spektrale Verschiebungen nicht nur nachgewiesen, 

20 sondem ggf, erhebliche Fehler beim Analysieren der Sondenkonzentration verursachen wtirden, 
wenn die Fluoreszenzintensitat nur mit einem Bandpass-Filter erfafit wird und (4) Vereinfachung 
von Fluoreszenzabbildungsbeschafiimg, wie nachstehend in Detail gezeigt wird, falls sie in 
Verbindimg mit geeigneten Analsealgorithmen verwendet wird ist es moglich, in einer einzigen 
Erfassung einige spektral iiberlappende Fluoreszezfarbstoffe zu tremien und zuzuordnen. 

25 Tatsachlich ist es moglich, einige spektral verkniipfte Parameter durch das Anlegen 
fortgeschrittener Datenanalysealgorithmen, wie multivarianter Analyse, Haupfkomponenten- 
regression und anderer Einteilungsalgorithmen gleichzeitig zu analysieren [siehe. Martens und 
Naes, Mxxltivariate Calibration, John Wiley & Sons , Great Britain (1 989)]. . 

ErfindungsgemaBes, spektrales Bio-Abbilden stellt Mittel zum Beseitigen der mit der 

30 unerwOnschten Hintergrundluminiszenz assoziierten Probleme wie folgt bereit Fluoreszenz- 
abbildungsmikroskopie wird gewohnlich durch Verwendung eines Fluoreszenzfilterwlirfels 
durchgeftihrt, der sicherstellt, dass die Probe durch die gewtoschten kuizen Wellenlangen 
angeregt wird und dass nur jene Wellenlangen in einem begrenzten spektralen Band 
entsprechend der Fluoreszenzeraission der Sonde den Detektor (beispielsweise Auge, Kamera, 

35 etc) erreichen[Mason (Editor) Fluorescent and Luminescent Probes for Biological Activity, 
Biological Techniques Series, edited by Satelle, AcadOTiic Press Limited, London (1993)1. Da 
Fluoreszenzintensitaten gewShnlich einige GrSBenordungen unter der Intensitat der 
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Anregungsquelle liegen, kann Hintergrundluminiszenz nie ganz beseitigt werden [Benson et al, 
Cellbiol. 100 (1985) 1309-1323]. Die drei hauptsachlichen Quellen fiir unerwtinschte Hinter- 
grundslumineszenz sind: (1) Strahlung von der Anregungsquelle, die nicht vollstandig durch den 
dichrotischen Spiegel und/oder die Filter abgeblockt wird, (2) Eigraifluoreszenz der Probe und 
manchmal von dai optischen Elementen und (3) Auswahl einer ungeeigieten (oder nicht 
optimalen) Kombination der Anregungsfilter, dichroistischen Spiegel und Sperrfilter, Diese 
Quellen konnen zur Hintergrundlumiszenz deutlich beitragen. Die EfFekte der Eigenfluoreszenz 
der Probe kann gewShnlich durch Auswahlen fluoreszierender Sonden verringert werden, deren 
Absorptions- und Emissionsbanden nicht mit denen der zu erfassenden Probe Uberlappen. Durch 
Auswahlen der optischen Elemente, die passend bedeckt sind, um die Eigenfluoreszenz zu 
verringem, k5nnen auf ahnliche Weise die Effekte dieses Typs der Eigenfluoreszenz ebenfalls 
auf das MindestniaB verringert werden. 

Trotz der besten vorhandenen Filterverfahren macht es die unerwfinschte HintergnmdlunM- 
neszenz h&ufig schwer und manchmal immoglich, das relevante Fluoreszenzsignal von seinem 
Hintergrund (Ger^usch) abzuheben. Die erfindungsgemaBe, spektrale Bio- 
Abbildungsvorrichtung ist andererseits dazu in der Lage, spektrale DifFerenzen zwischen (i) der 
spektralen Form und dem spektralen Bereich des Fluoreszenzfaibstoffes md (ii) der spektralen 
Form und dem spektralen Bereich der Hintergrundluminiszenz (einschlieBlich Eigenfluoreszenz) 
zu verwenden, um die Eflfekte der unenvOnschten Hintergrundluminiszenz zu beseitigen. 

Somit ist es durch Anlegen des passendm spektralen Abbildungsanalyseverfahrens an die 
Emissionsspektren von Fluoreszenzsonden mdglich, das Signal/Rausch-VerhSltnis und damit die 
Genauigkeit von Fluoreszenzabbildungserfassungen zu verbessem. Dieser Vorteil des spektralen 
BiorAbbildungsansatzes ist von besonderer Wichtigkeit ftir eine Abbildung des Verhaltnisses, 
wenn Mengenangaben des Ergebnisses gewQnscht werden. Zusatzlich kann das spektrale Bio- 
Abbildungssystem der vorliegendenErfindung Zeit und Anstrengung sparen, die andemfalls mit 
dem Auswahlen der optimalen Filter bei auf Filtem basierenden Erfassungen verbracht wird. 

Die Beschafifimg von mehrfarbigen Fluoreszenzabbildungen kam enorm vereinfacht 
werden, wenn die Wirksamkeit der erfindungsgemaBen, spektralen Bio-Abbildungsvorrichtung 
mit geeigneten Fluoreszenzmarlderungen kombiniert wird. Um die durch das spektrale Bio- 
Abbilden gebotenen Vorteile vollstandig zu erfassen, wird der Leser aufgefordert, die 
gewShnlichen Schritte in Erwagung zu Ziehen, die bei der Verwendung eines auf Filter 
basierenden Abbildungsverfahren eingeschlossen sind, um die Fluoreszenz von einer mehrere 
Sonden enthaltenden Probe zu erfassen. Zuerst milssen Sonden mit ausreichend 
unterschiedlichen Absorptions- imd Emissionsspektren ausgewahlt werden. Bei der heutigen 
Praxis beschrankt diese Anforderung die Anzahl der fluoreszierenden Markierungen in einem 
Exemplar auf zwischen drei und funf Sonden. Fluoreszenzabbildungen werden, eine Abbildung 
ftir jeden Farbstoff, dann erreicht, durch passendendes Drehen der zwei Filteirader, wobei eines 
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zum Auswahlen der Anregungswellenlange und ein anderes zum Erlangen des 
Emissionsspektrums dient oder altemativ zum Drehen eines Filtetrades. das zum AuswShlen 
einer WeUenlSnge ausgerichtet ist. wahrmd das Emissionspektrum durch einen dreifachen 
dichroistischen Filter erlangt wird. Ansatze, bei dwiMi stimmbare Filter (kdne bewegbaren Teile) 
5 verwefldet werden. um die Anregungs- und/oder Emissionswellenlan£e zu steuem, wurden 
ebenfalls vorgeschlagen. Vor kurzem wurden ebenfells mehrfech spektrale Interferenzfilter 
verwendet. um das Abbilden mehrfecher Fluorophore zu ermSgUchen [Lengauer et at.. Human 
Molekular Gentics 2 (1993), 505-512]. Ein Mittel zum Andem des dichroistischen Spiegels 
(beispielsweise durch Andem der Filterwflrfel) wird ebenfells verlangt. Es ist zudem Mufig 
10 notwendig, den Bremipunkt der Abbildung bei jeder WellenlSnge neu einzusteUen und 
manchmal muB sogar die CCD-KamerabeUchtungszeit geSndert werden, um hShere 
Signal/Rausch-Verhaltmsse zu eireichen. Zusammengenommen erzeugen diese EinschrSnkungen 
ein Registrienmgsproblem. Die resultierenden monochromen Abbildungen, wobei jedes einer 
Emission eines unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffes entspiicht, wei:den daim pseudo-geffiibt 
15 und aufgeschichtet (unter der Verwendung eines digitalen Computers mit sofort erhSltlicher 
Standard-Software). Die resultierende Abbildung zeigt die Anordnung von ihehreren. 
fluoreszierenden, jewdls mit einer unterschiedlichen Pseudo-Farbe gefaibten Markieruiigen. Da 
leichte Anderungen der Lage des dichroistischen Spiegels bei den digitalisierten Abbildungrai 
translationale Verschiebungen verursachen, ist es notwendig, dichroistische Spiegel , mit 
20 MehrfachweUenlangen zu verwenden [fOr die Verwendung eines dichroistischen Spiegels mit 
Durchiassigkeitseigenschaften fflr quadiopole WellenlSngen, siehe Hiraoka et al. Seminars in 
CeU Biology, Vol.2 (1992), 153-164] oder die Abbildungen vor ihrer Aufechichtung zu 
registrieren. Der Ansatz der Abbildungsregistrierung ist mehr gewShnUcb trotz der Tatsache, 
dass die AbbUdungsregistrierung ein schweres Problem darstellt, da sie zeitaufwendig ist und 
25 haufig nur geringagig zufriedenstellende Ergebnisse erzeugt Dieses sind technische 
Herausfordenmgen, die ebenfalls beriicksichtigt werden mflssen, wenn mehrfarbige 
Fluoreszenzabbildungen erhalten werden sollen [Waggoner et al. Methods in Cell Biology 
(1989), Part B, Vol. 30, BCapitel 17, 449-478, editiert durch Taylor und Wang, Academic Press 
Inc.]. . 

30 Somit tiberwindet die Bio-Abbildungsvorrichtung der vorUegenden Erfindung eine der 

grundlegenden BeschrSnkungen, die durch auf Filtem basierende AnsStze zur Fluoreszenzab- 
bildung auferlegt sind. Durch ErmSglichen der gleichzeitigen Erfassung des Emissionsspektrums 
einer nicht begrenzten Anzahl von Huoreszenzfaibstoffen (einschlieBlich Fafbstoffen, deren 
Emissionsspektren zu einem groBen Ausmafi tlberlappen, wie hier nachstehend in dem 

35 Beispielsabschnitt fiir die Texas-Rot- und Rhodaminfluorophore gezeigt wird), beseitigt das Bio- 
Abbilden das Erfordemis fiir das nachfolgende Erlangen der Abbildungen der Emissionen der 
mehifach fluoreszierenden Sonden. Der Vorteil der Verwendung eines spektralen Bio-Abbil- 
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dungssystems ist am grSBtcn, wenn die verwendeten fluoieszierenden Sonden durch eine 
gemeinsame Anregungsquelle angeregt werden kdmea. In diesem Fall kann eine einzige 
spektrale Abbildungsbeschaffiing (Ue Fluoreszenzemission von einer nahezu unbegrenzten 
Anzahl von Farbstoffen einfangen und die Erfordemis, (1) nicht iiberl^pende Farbstoffe auszu- 
5 wahlen, (2) FiltenvQrfel zu andem, (3) Anregungs- und Emissionsfilter zu Sndem, (4) den Brenn- 
pmikt und die Belichtungszeit zu optimieren oder (5) die Abbildungen zu registrieren wird besei- 
tigt. Die Herausforderung ist natiirlich, geeignete Farbstoffe auszuwShlen, die mit einer gemein- 
samen Quelle angeregt werden kSnnen. Farbstoffe, die durch Fluoreszenzenergie, die von/zu 
einander transferiert wird, sind somit ideal geeignet fur mehrfarbige Flupreszenzabbildungen, bei 
10 denen ein spektrales Bio-Abbildungssystem verwendet wird. NatQrlich macht die Verwendung 
von Farbstoffen mit ahnlichen Emissionvenn5gen den visuellen Nachweis (beispielsweise unter 
dem Mikroskop) schwerer. Diese Begrenzung kann voraussichtlich durch Verwendung der 
spektralen Bio-Abbildungsvonichtung der vorliegenden Erfindung gelSst werden. 

IS b. Spektrale Identifizierung multipler Fluorophare 

Die Verwendung der spektralen Bio-Abbildungsvorrichtung der vorliegenden Erfindung ermSg- 
licht die gleichzeitige Erfassung mehrerer Farbstoffe (d.h. Fluorophore, fluoreszierender Kompo- 
nenten) in einer Erfassimg. Es gibt keine Beschrankung auf einen Farbstofflyp, selbst spektral 
uberlappende Farbstoffe (beispielsweise Khodamin und Texas-Rot) kOnnen durch Anlegen ge- 

20 eigneter Aigorithmen (beispielsweise Linearkombination fiir Hintergrundsubtraktion, etc.) identi- 
fiziert und ihr Vorkommen in einer Abbildung zugeordnet werden, wie nachstehend durch Bei- 
spiele erlautert (siehe Beispiele 1 und 2), Falls jedoch mehrere Farbstoffe gleichzeitig verwendet 
werden sollen, soUten ihre Anregungswellenldngen, Fluoreszenzintensit^ten und Emissions- 
spektren sorgfMltig iiberlegt werden. Falls dies sorgfaltig getan wird, k5nnen die Ergebnisse eben- 

25 falls quantitatiy analysiert werden. Beispielsweise kann die relative Konzentration mehrerer Pro- 
teine bei einer einzigen Erfassung zugeordnet werden, die geeignete, fluoreszierend markierte, 
spezifisch an diese Proteine bindenden Antikoiper verwendet.. Unter der Verwendung von stan- 
dardmaUig kalibrierten Farbstoffen konnen ebenfalls die absoluten Konzentradonen bestinamt 
werden. 

30 Ein wichtiges Beispiel, bei dem der Nachweis mehrerer fluoreszierender Sonden einen 

signifikanten Vorteil darstellen kann, ist FISH (fluoreszierende-in-5zr«-Hybridisierung) 
[Emanuel, Growth Genetics and Hormones 9 (1993) 6-12], die zum Analysieren von Genen auf 
Chromosomenebene und zum AuflSnden mdglicher derartiger genetischer Schadigungen, wie 
Gen/Chromosomen Amplifikation, Deletion, Translokation, Umlagerung und anderer Anomalien 

35 verwendet wird. 

Bestimmte Krankheiten und Storungen, einschliefllich vieler Krebsarten und angeborener 
Schadigungen, sind genetische Stdrungen, die von Schadigungen an einem oder mehreren Genen 
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veruisacht werden. Bei vielen anderen Ericranlamgen ist bekannt oder wird angemommen, daB 
eine (mehrere) genetische K,oniponente(n) vorliegen, d.h., daB eine (mehrere) genetische 
SchfidigungCen) existiert (existieren), welche die Erkrankung alleine nicht verursacht 
(verursachen), aber zu ihr beitrfigt (beitragen) oder die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung der 
5 Erkrankung zu einem spateren Zdtpunkt im Leben erhoht (erhShen), wobei die Phanomene in 
T»^v.,,;v oic mnitifoVtAr;*^!!^ TJrVrntiVnnafin imd eenetischc Veranlacunsen bekannt sind. Die 
' Korrelation sichtbarer genetischer ScMdigung mit bekaimten Erkrankungen wfirde Arzten das 
SteUeii deMtiver Diagnosett ennSglichen, imd eine 

Erkrankungen gestatten. Genetische Beratungen kSnnen zukOnflige Eltem und gefShrdete 
10 Personen auf die MSglichkeit potentiell emsthafter medizinischer Probleme in der Zukunft 
aiijfaerksam niachen, wobei geeignete Intervention erni6glicht \ra 

Mehr als 5000 genetische StSrungen wurden nunmehr ideatifiziert, wobei viele mit mehr- 
fachen genetischen Schadigungen assoziiert sind. Nach der Entdeckung, daB Chromosomen die 
Trager der Erbinformation sind, folgerten WissenschafUer, daB es mfiglich seih soUte, sichtbare 
15 Schadigungen in Chromosomen zu dokumentieren, die fur bestimmte Erkrankungen verant- 
wortUch sind. In den 1960er Jahren wurden aus Mikroskopie basierende Anfarbe-Techniken zur 
Klassifizierung von Metaphase-Chromosomenerweiterungen auf Objekttragem entwickelt. 
Wahrend mehrerer Jahrzehnte wurde eine visuelle Analyse der Chromosomen-Bandenmuster 
zum Korrelieren menschlicher, genetischer StSrungen mit beobachtet^ strukturellen 
20 Anoimalitaten in Metaphase-Chromosomen verwendet. Um kennzeichnende helle und dunkle 
Banden entlang ihrer LSnge aufeuzeigen, werden * Chromosomen gewohnlich nach Giemsa- 
Anfarbung (G-Bandenfaibung) mit Hellfeld-Mikroskopie oder nach Fluoreszenz-Anarbung (R- 
Bandenfarbung) mit Fluoreszenzmikioskopie untersucht Ein sorgfaltiger Vergleich eines 
Bandenmusters von einem .Patienten mit demjenigen normaler Chromosomen kann 
25 Anormalitaten, wie Translokationen (Austausch genetischen Materials zwischen oder innerhalb 
von Chromosomen), Deletionen (fehlende Chromosomen oder Fragmente von Chromosomen, 
Additionen, Inversionen und andere MiBbildungen, die Schadigungen und genetische 
Erkrankungen verursachen, aufeeigen. 

Viele emsthafte genetische Krankheiten, wie beispielsweise zytische Fibrose (cystic 
30 fibrosis; CF) und viele andere werden jedoch durch Mutationen verursacht, die Addition, 
Deletion oder Substitution nur ernes Nucleotids oder einiger Nucleotide emschlieBen. D^art 
kleine Fehler sind durch vorstehend beschriebene, chromosomale BandehfSrbungstechniken 
nicht nachweisbar und fur viele Jahre haben Zytogenetiker daran gearbeitet, Techniken zum 
Ermitteln der ortlichen Lage und zum Quantifizieren winziger Fehler zu entwickehi. 
35 Die fluoreszierende in situ Hybridisierung (FISH) hat sich wShrend der letzten 25 Jahre 

durch die Verbesserung einer Anzahl erganzender Techniken entwickelt. Ihre Entstehung wurde 
vom Wunsch der Zellgenetiker bessere Werkzeuge zur Zuordnung des genauen Ortes der Gene 




auf den Chromosomen zu entwickeln und sehr kleine, bei einer groBflachigen Anfarbung der 
Ghromosomeri nicht sichtbare genetische Schadigungen nachzuweisen, angetrieben. Das Human 
Genom Projekt (HGP), eine breite Initiative zur Identifizieren und Zuordnen aller menschlichen 
Gene, zeigte Interesse; an FISH und beschleunigte die Entwicklung der dringend erforderlichen 
5 Sonden, GSngige FISH-Teclmiken wuiden ebenfalls durch die konkurrierende Entwicklung 
wirkungsvoUer inmiunologischer Sonden, einer wachsenden Vielzahl an exzellenten 
Fluoreszenz-Farbstoffen fiir Mikroskopie und Spektroskopie und dramatische Verbessoimgen an 
den, fiir Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Objektiven, nimninatoren xmd Filtem moglich 
gemachL 

10 Die Wirksamkeit und Niitzlichkeit von FISH wird durch viele Faktoren bedingt: (1) FISH 

kann nicht nur bei isolierten Chromosomea und Kemen, sondem auch bei ganzen Zelleh, in 
fixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte vCTwendet werden, (2) sie weist 
vergleichsweise kleine Schadigungen nach (die FShigkdt des Nachweisens kleinerer 
Schadigungen nimmt konstant zu), (3) sie stellt vergleichsweise schnell Ergebnisse zur 

15 Verfugung, (4) ihre moderaten Kosten erlauben die Venvendung in den meisten diagnostischen 
, Laboratorien und Forschungslaboratorien, (5) Anpassung an verschiedene Sonden und Typra 
von Untersuchungsmatetial kann entwickelt werden, und (6) hohe Spezifitat xmd Empfindlichkeit 
kann (7) innerhalb kuizer Zeit, gewdhnlich im Bereich von zwei Stunden, erreicht werden. ; 
Viele FISH Anwendungen erfordem von dem Zellgenetiker lediglich, durch das Okular 

20 eines Mikroskops oder auf die Abbildung am Monitor zu schauen und zu bestimraen, ob eine 
fluoreszierende Markierung vorhegt oder fehlt. Bei ein , wenig komplexeren 
Untersuchungsmaterialien kann eine einfache ZMhlung von einer oder zwei farbigen 
Markierungen erfolgen. Die Fahigkeit zam Bearbeiten digitaler Abbildungen und aus ihnen 
numerische Daten zu herauszuziehen, fiigt jedoch eineii umfangreichen, neuen Satz von 

25 Moglichkeiten den .FISH Techniken Wnzu. Eine geeignete Abbildungsvonichtung, wie die 
Vorrichtung der vorliegenden Erfindung kann sehr schwache FISH-Abbildungen verstarken, so 
daB die markierten Chromosomen und Loci klar identifizierbar sind. Unter einfach erreichbaren 
Versuchsbedingungen kann die Anzahl an markierten Stellen automatisch gezahlt werden. 
Zusatzlich kann die Intensitat an jeder markierten Stelle erfaBt und die Menge an DNA erreclmet 

30 werden, urn beispielsweise die von einem bestimmten Gen vorliegende Anzahl an Kopien 
aufeuzeigen. Hervorgehende Techniken, wie mehrfarbige FISH, setzten Farbabbildungsanalysen 
ein, urn mehrere (3, 4, 5 und mehr) fluoreszierende Sonden nachzuweisen und zu quantifizieren. 

Wie vorstehend diskutiert, kann FISH Information iiber die Lokation der markierten Sonde, 
die Anzahl markierter Stellen auf jedem Chromosom und die Intensitat der Markierung (die 

35 Menge an genetischem Material) an jeder Stelle zur Verfttgung bereitstellen. Zentromerische 
(repetitve DNA) Sonden und Chromosomen-Anfarbungsmittel Averden zum Markieren und 
Zahlen der vorhegenden Anzahl an Kopien von jedem als Ziel gewahlten Chromosom 
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verwendet. Locus-spezifische Sonden werden zmn Zuordnen der Lokation kleiner Regionen 
genetischen Materials verwendet. Diese Sondentypen konnen bei intakten Intetphase-Kemen, 
ebenso wie an Metaphase-Oiromosomenerweiteruhgen verwendet werden und kSnnen durch 
einen geeigneten Algorithmus visuell oder automatisch gezShlt werden. Sie werden routinemaBig 
5 zum Idmtifizieren genetischer Erkrankungen verwendet, die dadurch gekennzeichnet sind, daB 

Oder Gens aufweisen. 

In sehr jfriihen Stadien einiger Krebsarten, lange bevor die Zellen als abnormal edcannt 
werden, kann ein zahlenmSBiges Anwachsen bestimmter Gene auftreten, ein im Fachgebiet als 

iO Gen-Amplifikation bekanntes Phanomen, die unter Verwendung Lokus-spezifischer Sonden als 
nachweisbar sind. Bei Verwendung von FISH zmn Nachweisen von GhromosomenanormalitSten 
in kanzerosen Zellen kSnnen Hinweise tiber das Entwicklungsstadium der Erkrankung erhalten 
werden und ennSglichen deshalb das Auswahlen der geeignetste(n) Behandlung(en), wobei viele 
der Behandlungen stadienspezifisch wirksam sind. Durch AuswShlen der ffir Stadien-spezifische 

15 Behandltmg wird wertvoUe Zeit gespart \md das Leiden des Patienten auf ein Minimum 
reduzierti 

Es ist m5glich die gesamte OberflSche eines bestimmten Chromosoms einheitlich bzw. 
gleichfSrmig zu markieren, indem das Chromosom isoliert wird (beispielsweise unter Verwen- 
dung von DurchfluBzytometrie), auf physikalischem Wege (beispielsweise durch Ultraschall- 

20 behandlung) oder auf enzymatischem Wege (beispielsweise dutch Endonukleasen), wobei es zer- 
stuckelt und ein Satz an Sonden gegenilber alien Fragmenten erzeugt wird. VoUstandige 
Chromosomensonden, auch als Chromosomen-AnfSrbungsmittel bekannt, markieren in 
fluoreszierender Weise alle Kopien ihres Zielchromosoms. Eine wichtige Anwendung der 
Qiromosomen-Anfarbimg ist der Nachweis von Deletionen und Translokationen zwischen zwei 

25 Chromosomen, die in kennzeichnender Weise in den frfiheren Stadien bestimmter Krebsarten 
auftreten. 

Falls beispielsweise Chromosom A spezifisch mit einem grfinen Anfarbungsmittel und 
Chromosom B spezifisch mit einem rdtOT Anfarbungsmittel markiert wird, so wird eine 
Translokation genetischen Materials von A nach B als ein gnhier Bereich, der neben einem roten 

30 Bereich angeordnet ist erscheinen (und umgekehrt), Gewohnlich werden von normalen 
Chromosomen erzeujgte Chromosomen-Anfarbungsmittel zum Nachweisen von Deletionen oder 
Translokationen an anormalen (Patienten) Chromosomen verwendet. Die imigekehrte Chromoso- 
men-AnfSrbung verwendet Sonden, die von einem abnormalen Chromosom erzeugt wurden, um 
DNA von verschiedenen normalen Chromosomen zu identifizieren, die Material zu dem 

35 anormalen Chromosom beitrugen. Die, wie nachstehend im Beispielsabschnitt als Beispiel aus- 
gefiihrtete, erfindungsgemaBe Vorrichtung ermSglicht die 24 unterschiedHchen, den 
menschlichen Karyotyp (d.h. Genom) umfassenden Chromosomen zu farben, jedes in einer 



unterschiedlichen Farbe, und gleichzeitig einen menschlichen Farb-Kaiyotyp unter Verwendung 
eines einzelnen Hybridisierungsverfahrens, gefolgt von einer einzelnen kurzen Erfassung, 
nachzuweisen, zu identifizieren und sinnvoU anzuzeigen. 

Vergleichmde Genom-Hybridisiening (comparative genomic hybridization, CGH), ist eine 

5 Variation der reversen Chromosomen-AnfSrbung, bei der zwei Cocktails von DNA-Sonden aus 
ganzen Satzen von Chromosomen erzeugt werden. Ein Cocktail wird aus einem Satz von 
normalen Chromosomen erzeugt und ein anderer aus einem Satz von anormalen (beispielsweise 
Tumor) Chromosomen. Die zwei Satze werden unter Verwendung verschiedener Ober- 
mittellungsmolekCile erzeugt, so dass beispielsweise die normale DNA rote Fluoreszenz und die 

10 anormale DNA griine Fluoreszenz zeigen wird Eine nomiale Metaphaseerweitenmg wird 
gleichzeitig mit beiden Cocktails hybridisiert und fortwahrend unter Verwendung von 
Farbabbiidungsanalyse ausgewertet. Bereiche nonnala* Chromosomen, die intensiver griin als rot 
fluoreszieren, zeigen an, dass DNA-Amphfikation (mehrfache Genkopien) bei dem Gen in den 
. anormalen Zellen des Patienten stattgefimden hat. Bereiche mit mehr roter als gniner Fluoreszenz 

15 (verringertes Griin/Rot-Verhaltnis) zdgea Stellen genetischer Deletionen in den Chromosomen 
des Patienten an und Bereiche mit ^eicher grOner uind roter Fluoreszenz zeigen an, dass an dieser 
Stelle keine DNA-Anderungen stattgefimden haben. CGH und verwandte Techniken sind 
komplexer als vorhergehende Markierungstechniken, wobei sie bislang das Konnen bieten, 
feinere und ausgedehntere genetische Verflnderungen, als es firOher mdglich war, nachzuweisen 

20 und zu quantifiziereh. Die erfindungsgemSBe Vorrichtung ist ftir diese Typen der Analyse sehr 
geeignet 

Aus dem, was vorstehend gesagt wurde, folgt, dass Karyotypisierung, TranslokationAJm- 
lagenmgs-Nachweis, Chromosomen-Deletion/Amplifikation und Gen-Kartierung aus der 
Verwendung der erfindungsgemMfien, empfindlichen, quantitativen, spektralen Abbildungs- 

25 vorrichtung sehr grofien Nutzen Ziehen, die eine volIstSndige spektrale Abbildung bei relativ 
hoher spektraler AuflSsung anstelle einer einfachen Farbfluoreszenzabbildung bildet Dies 
erfolgt, da eine derartige Vorrichtung die Probenvorbereitungszeit verringert und dazu fihig 
wird, zwischen einer hybridisierten Fluoreszenzsonde und einer Sonde zu unterscheiden, die im 
Hintergrund (durch schmale spektrale Verschiebungen) verblieben ist, und eine bislang nicht 

30 erreichte groBe Anzahl an Sonden gleichzeitig zu erfassen- 

Damit ist es eine der Aufgabe der vorUegenden Erfindung, eine FISH- 
Abbildungsvorrichtung bereitzustellen, die dazu bestimmt ist, die Vorteile der 
Sondentechnologie auszuntttzen. ErfindungsgemaS gibt es eine MSglichkeit zum enormen 
ErhShen der Sondenanzahl, die bei einer gegebenen Chroraosomenanalyse analysiert werden 

35 kann vne auch ein dramatisches Erhohen der Geschwindigkeit und des Automatisierungsgrades, 
bei dem diese Information im Vergleich zu Verfahren des Standes der Technik erlangen werden 
kaim. 
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Die FISH-Abbildungsvorrichtung der vorliegenden Erfindung niltzt die Vorteile des 
SpectraCube™-Systems aus, das zum gleichzeitigem Erlangen von Fluoreszenzspektren von 
alien Pixeln des mikroskopischen Sichtfelds und zum Nachweisen der Lokation von mehreren 
Fluoreszenzsonden bei einem einzigen Experiment befahigt ist. In Verbindimg mit dem Vorhan- 

5 densein von Chromsomen spezifischer Sonden und neuer Markierungsstrategien, wie in den 
nachstehenden Beispielen eriautert wird, ist die Vorrichtung zum Erzeugen eines FISH- 
Karyotypen fihig^ wobei jedes CHiromosom mit einer verschieden Farbe (d.h. 24 verschiedene 
Farben fiir einen menschlichen Karyotypen) angefSrbt ist. Diese Vorrichtung resultiert in extrem 
hohen Probendurchsatz und erlaubt die Analyse einer im Wesentlichen unbegrenzten 

10 Sondenanzahl, 

Wie vorstehend geschildert ist das Schltlsselkonzept der vorliegenden Erfindung die Ver- 
wendung mehrerer, fluoreszierender Sonden bei FISH-Assays. Zum Markieren von DNA-Sonden 
bei Fish-Assays sind zahlreiche Verfahren vorhandm, welche indirekte Vcrfahien einschlieJJen, 
wobei unter Verwendung enzymatischer Reaktionen ein Ezpien, wie Biotin oder Digoxigenin, m 

15 die DNA eingegliedert wird. GemaB der Hybridisierung einer Metaphasen-Chromosomenerwie- 
terung oder von Interphase-Kemen wird ein fluoreszierende Markierung an dem Hybrid durch 
die Verwendung immunologischer Verfahren angebracht. Erst vor sehr kurzem wurden 
fluoreszierende Farbstoffe direkt in Sonden eingegliedert und ohne die Verwendung eines 
Zwischenschritts nachgewiesen. Standard-FISH-Farbstoffe schlieBen Fluorescein, Rhodamin, 

20 texas-Rot und Kaskadenblau ein und Mehrfachsonden-FISH-Analyse kann durch das Markieren 
verschiedener Sonden mit verschieden Haptenen oder fluoreszierCTden Farbstoffen imd Kombi- 
nationen davon vervoUstandigt werden, die in der Technik als kombinatorische Sonden bekannt 
sind [siehe, Ried et al. Simultaneous visualization of seven different DNA probes by in situ 
hybridization using combinatorial fluorescence and digital imaging microscopy, Proc. Natl. 

25 Acad. Sci. USA 89 (1992), 1388-1392 und Ried, Fluoreszenz in situ Hybridizierung in der 
genetischen Diagnostik, FakuMt fiir theoretische Medizin, Karl Rx5)rechts Universitat 
Heidelberg (Jan. 1994)]. * 

Fluoreszenz ist eine Form der Liunineszenz, die stattfindet, nachdem Lichtphotonen von 
einem Molekul absorbiert wurden, das als ein Fluorophor in dem elektronischen Grundzustand 

30 bekannt ist. Das MolekUl wird als Ergebnis des Elektrontransfers auf ein hoheres Energieniveau 
in einen angeregten Zustand angehoben. Diese tiberschiissige Energie wird abgestrahlt, wenn das 
Elektron in seinen urspriinglichen Grundzustand zuriickkehrt, wobei ein Lichtquant freigesetzt 
wird. Die WellenlSnge des Fluoreszenzlichts ist ISnger als die des absorbierten Lichts. Diese 
Verschiebung ist begrenzt und verursacht, dass die Emissions- und Anregungswellenlangen dicht 

35 beieinander liegen. Aus diesem Grand emittieren die Fluorophore, die in einem spektralen 
Bereich angeregt werden kGnnen, in einem ihnlichen spektralen Bereich. Wenn beispielsweise 
die Anregung im Blaubereich liegt, dann wird Emission im Griinbereich erwartet. Wenn daher 
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viele verschiedene Sonden verwendet werden soUen, die verschiedene Spektren emittieren, ist es 
einleuchtend, dass deren Wellenlangen dicht beieinander liegen miissen und ebenfalls haufig 
iiberlappen. Als Konsequenz ist es fiir die spektrale AuflSsung von kritischer Wichtigjceit, 
zwischen den verschiedenen Sonden unterscheiden zu kbnnen. 

GemaB der erfindimgsgemaBen Vonichtung werden einzelnen Sonden (eine Sonde, auf die 
, in diesem Dokument Bezug genonunen wird, bezieht sich ebenfalls auf eine kombinatorische 
Sonde) eine Pseudofarbe zugeteilt (d,h. durch einen RGB-Algorithmus) oder eine ktinstliche 
Farbe (d.h. eine vorbestimmte Farbe gemaB eines Einteilungsalgorithmus) und die Infonnation 
wird auf einem Computerbildschirm angezeigt. Die Verwendung mehrfarbiger Fluoreszenz 
erSf&et eine Moglichkeit zum Ausdehnen von FISH in wichtige klinische Anwendungen, die 
von den Mehrfachsonden Vorteile erlangen kSnnen. Beispiele schliefien Aneuplodie- und 
strukturelle Chromosomenstudien, Nachweis von Markierungschromosomen und vollst^dige 
FISH-Kaxyotypen ein. Da Mehrfachinfonnation von einer einzigen Hybridizierung erhalten 
werden kann, wird der Durchsatz erhSht und interne Standards kSnnen verwendet werden, um 
die GendosiemngsefiFekte zu prttfen oder das Deletionsausmafi zu bestimmen. 

Die erfindimgsgemaBe Vorrichtung nutzt den Nachweis von Fluoreszenz, die durch eine 
weiBe oder koharent, monochrornatische lichtquelle in wenigen, schmalen, spektralen Banden 
angeregt ist und einen Sensor mit gekiihlter CCD. Damit konnen mehrere Spektren gleichzeitig 
erfasst werden, von denen jedes eine unterschiedliche Sonde darstellt. Dies wiederum erhSht die 
Geschwindigkeit und Genauigkeit der Abbildungserfassung verglichen mit herkommlichen 
Ansatzen, die mehrere Momentaufiiahmen von Chromosomen aiifeehmen und dann die 
Abbildung rekonstruieren, . ein Verfahren, das zeitaufwendig ist und kflnstliche Ergebnisse 
erzeugt, wie alles vorstehend beschrieben wird. Somit stellt die vorliegende Erfindung ein hoch 
signifikantes Verfahren gegenQber der zytogenetischen Abbildung gemaB dem Stand der Technik 
dar, weil es einen empfindlicheren, schnelleren und genaueren Nachweis von Mehrfachsonden 
erlaubt. 

Damit wird erfindungsgemaB eine fluoreszierende in situ Hybridisierungsvonichtung 
bereitgestellt, wobei die Voirichtung die Merkmale einschlieBt von (a) Bereitstellen von Kemen 
eines Zelltyps mit Chromosomen, wobei die Chromosomen mit wenigstens einer 
^ Nucleinsauresonde hybridisiert sind, jede der wenigstens einen Nucleinsauresonde wenigstens 
ein NucleinsauremolekQl einschlieBt, wobei jedes des mindestens einem NucleinsSuremolektil 
mit mindestens einem Fluorophor maridert ist, (b) Betrachten des Zellkems durch ein 
Fluoreszenzmikroskop, wobei das Fluoreszenzmikroskop mit einem Abbildungsspektrometer 
optisch verbunden ist, wobei das Fluoreszenzmikroskop und das Abbildungsspektrometer zum 
Erhalten eines Spektrums jedes Pixels der Probe dient, durch (i) Sammehi des einfallenden 
Lichts. gleichzeitig von alien Pixehi des Zellkems unter Verwendung parallel ausrichtender 
optischer Bestandteile, (ii) Durchgehen des emfallenden, parallel ausgerichteten Lichts durch ein. 
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eine Anzahl von Elementen aufweisendes Interferometersystem, so dass das Licht zuerst in zwei 
koharente Strahlen geteUt wird, die sich in unterschiedUche Richtungen innerhalb des 
Interferometers bewegen und sich dann wiedervereinigen, urn initeinander zu interferieren, um 
einen austreteflden lichtstraM zu bilden. (iii) Durchgehen d 
5 fokussiemdes. optisches System, das den austretenden lichtstiahl auf einen Detektor mit einer 
■ J,- : i__ A___j_.,-. ^ r>„f»Wr,r#.li=>tnfinten fokussiert. SO dass ru jedem Moment 

ZWeiUlIUOliSlUUttlcii ruiuiuuuu^ Tw»i - 

jedes der Detektorelemente die Abbildung eines und immer des gleichen Pixels des Zellkems 
wahrend der ganzen Dauer der Erfassimg ist, so dass die r^ale Abbildimg des Zellkems stationSr 
auf der Ebene der Detektoranoidnmg und dass zu jedem Zeitpunkt der Erfassung die Abbildung 
10 immer nocb sichtbar und ericmibar ist und- so dass jedes der Detektorelemente ein Signal 
erzeugt. das eine besondere Linearkombination der durch die Kxel bei unterechiedlichen W 

langen emittierten lichtintensitat ist, wobei die Linearkombination eine Funktion der 
momentanen optischen Wegdifferenz ist. (iv) Drehen odCT VeiscMeben (d.lL Scannen^ 
• mehrerer Elemente des Interferometersystems. so dass die optische Wegdifferenz zwischen den 
15 zwei. koharehten, dutch das Interferometersystem erzeugten Strahlen fUr alle Pixel des Zellkems 
gleichzeitig gescamit wird und (v) Aufeehmen der Signale jedes der Detektorelemente als 
Funktion der Zeit unter der Verwendung einer Aufeahmevorrichtung, um einen erstrai spektralen 
Datenwiiifel zu bilden und (c) Auswerten des ersten, spektralen Datenwiirfels unter Verwendung 
eines mafliematischen Algorithmus. 
20 Die Nucleinsauresonden kSnnen Loci, fragmentierte Chromosomen, kiinstliche Hefe- 

chromosomen einschlieflen, wobei aUe einen EinschluB, Plasmide, Kosmide, Phagemide oder 
, virale Vektoren einschlieBen, wobei alle einen EinschluB, vollstandige (dJi.ganze) Genome einer 
Art Oder einkanerSses Gewebe undKombmationen davon einschlieflen. DieFluorophorek6nnen 
ein einzelner fluoreszierender Farbstoff oder ein kombinierter. fluoreszierender Farbstoff sein, 
25 der eine unterschiedUche Kombination emzehier fluoreszierender Farbstoffen ist. Der Zellkem 
kann em Kem wahrend der hiterphase, ein Kem wShrend der Nfitose und ein Kern wahrend der 
' Meiose sein und folglich kSnnen die Chromosomen hiteiphasen-Chromosomen, Chromosome 
wahrend der Mitose oder wahrend der Meiose sein. Die Anzahl der Nucleinsauresonden kann 
eins, zwei, drei, vier. funf, sechs, sieben acht, neun, zehn, elf, zw6lf, dreizehn, vierzehn, 
30 fitafeehn, sechzehn. siebzehn, achtzehn, neunzehn, zwanzig, einundzwanzig, zweiundzwanzig, 
dreiundzwanzig, vierundzwanzig oder grSfler als vienlndzwanzig sein, wobei jede der Sonden 
ein unterschiedliches Fluorophor oder eine uhterschiedHche Kombination an Fluorophoren 
(d.h.eine kombinatoiische Sonde) einscUieBt. Der malhematische Algorithmus kahn sein: (a) 
erne Rot-Griin-Blau-Faibabbildungsberechnung, die vorbestimmte Wellenlangenbereiche ver- 
35 wendet, (b) eine Einteilungs-Zuordnungs-Analyse, die ffir das Spektrum von jedem der Pixel 
eine spektrale Diffemz von wenigstens einem Referenzspektrum berechnet, (c) eine Linear- 
kombinationsanalyse. wobei die Analyse zur Hintergrundsubstraktion kombiniert mit Ein- 



teilungs-Zuordhungs-Analyse dient, (d) eine Hauptkomponentenanalyse und (e) jeder andere 
Algorithmus, der fflr die Einteilung der Pixel gemSB ihrer assozierten Spektren geeignet ist. 

Nun wird auf die folgenden Beispiele Bezug genommen, die zusammeii mit der 
vorstehenden Beschreibxmg die Erfindung eriautern. 

5 ■ 

Beispiell: 

Verbesserte fluoreszierende in situ Hvfaridisierung fFISffi imter Verwendune von Spectra- 
Cube™, eines Linearkombinationalporithmuses und eines Eintdlungs-Zuordnungsalgorithmuses 
Spektraie Bio-Abbildung, die das SpectraCube™-System kombiniert mit der erfindungs- 

10 gemSBen Vorrichtung verwendet, vergrSBert die Brauchbarkeit von FISH daduich, dass der 
gleichzeitige Nachweis einer groBen Anzahl von Sonden in einer einzigen Erfassung mit hoher 
Genauigkeit erai6glicht wird. Als Konsequenz werden die Wirksamkeit und die VorlaBlichkeit 
des Nachweises von genetischen Anormalitaten durch FISH auBerordentlich erhSht. 

Wie vorstehend detailliert beschrieben spielt fluor^erende in situ Hybridisiening (FISH) 

15 eine zunebmend wichtige RoUe in manchen Forschungs- und Diagnosebereichen. Seit ihrer 
ersten EinfiUmmg in den 70em hat die FISH-Technik deutliche Fortschritte gemacht, wobei sie 
den Nachweis und die Identifizierung einzelner Gensequenzein, Qiromosomensequenzenberei- 
chen und sogar ganzer Chromosome (d.h ChromosomenanfSibung) ermdglicht Die vielen An- 
wendimgen von FISH CTstrecken sich von der FrQherkennung zu prenataler Diagnose, Aneuso- 

20 nue und andem, um genetische Krankheiten und Anonnalitaten zu entdecken, und danach zu 
behandeln. 

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und.Selektivitat von FISH, die auf Hybridisierung 
homologer Nucleinsauresequenzen basiert, konnra sogar so kurze wie 1 Kilobasen (kb) - 
Sequenzen erfaBt werden (imd dies wird sich wahrscheinlich nut der Zeit verbessem, um der 

25 Nachweis von derart kuizen Sequenzen wie 15- 30 Basenpaaren zu ermoglichen imd als 
Konsequenz von Punktmutationen). , FISH kann sowohl bei Interphasen- als auch bei 
Metaphasenzellen und sogar bei ganzen Geweben angewendet werden, wobei ein breiter Bereich 
von Anwendungen sowohl in dem Gebiet der Zytogenetik als auch in der Pathologic ermoglicht 
wird. FISH verbessert sich gemeinsam mit den Verbesserungen von DNA-Sonden, fluoreszieren- 

30 den Farbstbffen (besonders durch die Einfiihrung kombinatorischer Sonden), Fluoreszenzmikros- 
kopie, Hochleistungs-CCD-KamCTas und Abbildungstechniken. 

Die Fahigkeit, mehrere Sonden gleichzeitig nachzuweisen, wurde schon in der Literatur 
gezeigt, um FISH zu einem effizienten diagnostischen Werkzeug zu machen [Rudkin imd 
StoUar, Nature 55 (1977), 172-173], Die bestehenden Verfahren sind jedoch hinderlich und 

35 schwer zu verwenden. Wie hier nachstehend in Beispielen erlautert wird, wird der Nachweis von 
vielen Sonden durch das SpectraCube™-System in Kombination mit passenden Algorithmen 
aufgrund semer spektraler Aufl6sung und Empfindlichkeit auBerordentlich verbessert. Um diese 
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Fahigkeit zu veranschauhchen, wild der Leser auf die Figuren 5a-c verwiesen. die ein Beispiel 
einer Interphasen-FISH-Erfassung einscWieBen, die mit Chromosom 1 und Chromosom 17 
spezifischen DNA-Sonden durchgefUhrt wird, die mit den eatsprechenden Fluorophoren Texas- 
Rot und Rhodamin markiert sind, deren Fluoreszenzspektren sich sdir fihneln. Die Oromosom. 

5 1-Sonde war eine MittelsatelUt-Sonde fur den subtelomerischen Bereich des Chromosoms und 
v/ar mit Texas-Rot markiert, das mit der DNA-Sonde fiber Posliiybridisierung mU Biotin 
verbunden ist. Die Chromosom- H-Sonde war eine os-SatelUt-Sonde fiir den zentromerischen 
Chromosomenbereich und war mit Rhodamin markiert, das Qber Posthybridisierung mit 
Digoxigenin mit einer zweiten DNA-Sonde verbunden ist.Figur 5a zeigt die ursprungliche 

10 Abbildung, wie sie durch das Mikroskop ftir das Auge aussieht, Figur 5b zeigt die gleiche Probe, 
nach dem sie durch das SpectraCube™-System erfasst und verarbeitet wurde und Figur 5c zeigt 
die Fluoreszenzspektren des Texas-Rot-Fluorophors (mit T gekemizeichnet) und des 
Rhodaminfluorophbrs (mit R gekennzeichnet). 

Wie in Figur 5c ersichtlich miterscheiden sich die Peaks von Texas-Rot und Rhodamin nur 

15 um 15 nm und deshalb ware es sehr schwierig. zwischen ihnen bei der Verwendung eines auf 

Filtem basierenden System zu unterscheiden. 

Dureh ein Mikroskop, wie in Figur 5a gezeigt, auf eine Faib-FISH-Abbildung scha^^^ 

das Konfidenzniveau zum Erkennen der genauen Anzahl an Punkten (gekennzeichnet 1-4) und 
der in der Abbildung erscheinenden Sbndentypen nicht besonders hoch. Wie in Figur 5b gezeigt, 
20 ist andererseits das SpectraCube™-System, das den Vorteil des fiir jeden Pixel erfaBten 
Spektrums nutzt. dazu in der Lage, aufgrund der kleinen spektralen Differenz zwischen ihnen 
sowohl das Vorhandensein der Punkte zu bestatigen, sie exakt zu zahlen als auch zwischen 
Paaren mit emem hohen Konfidenzniveau zu unterscheiden. Durch wie in Figur 5c gezeigtes, 
kiinstliches Ffiiben mit Texas-Rot- und Rhodaminfluoreszenz karai die Lokation der Sonden 
25 spezifischen Fluoreszenz mit hoher Genauigkeit bestimmt werden. wobei die Punkte 1 und 2 von 
Texas-Rot und die Punkte 3 und 4 von Rhodanain stammai. 

Die Figuren 6a-b sind ein Beispiel einer FISH-Erfassung nach Hybridisierung einer Kem- 
DNA in der Interphase mit sechs verschiedenen Sonden. Figur 6a zeigt die ursprfingliche 
Abbildung. Figur 6b zeigt die SpectraCube™-Erfassung, spekttale Veraibeitung und kflnstUches 
30 Farbdarstellen von alien der nachgewiesenen Paare und Figur 6c zeigt. die Spektren der sechs 
Chromophore nach der Hybridisierung (gemSB den Chromosomen gekennzeichnet, wobei jedes 
davon die Markierung trSgt: 1, 8, 10, 11. 17 und X). wie sie durch einen dreifachen 
dichroitischen Filter unter Verwendung des SpectraCube™-Systems nachgewiesen werden. (Fflr 
Details beziiglich der Fluorophoren, Sonden und Chromosomen wird der Leser auf die folgende 
35 Beschreibung. die nachstehende Tabelle 2 und auf Chroma Corp. Cat. No. 61502 verwiesen). 

Es ist aus Figur 6a, die die urspriingliche RGB-Abbildung des Inteiphasen-Zellkems zeigt. 
ersichtlich, dass es schwer ist, die Farben untereinander durch das Auge oder sogar durch die 
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Verwendung einer einfachen RGB-Farberfassung zu unterscheiden. Ein erfahrener Betrachter 
kaim im besten Fall drei der sechs Farben erfasseiL Figur 6b zeigt jedoch die gleiche wie in Figur 
6a gezeigte Probe nach der Verarbeitung der spektralen Daten mit Eigen-Einteilungsalgorithmen 
fur Hintergrundsubtraktion und Einteilung (siehe vorstehende Details) und die resultierenden 
Punkte wurden mit kOnstlichen Farben wie folgt hefvorgehoben : braun-Bl, cyan-C, blau-B2, 
gelb (yellow)-Y, grun-G und rot-R, wShrend dem Hintergrund eine kiinstliche Farbe scharz 
(black)-B3 zugeordnet wurde. Wie beobachtet, ist es mSglich, alle sechs Fluorophorenpaare zu 
sehen und die Paare leicht zu unterscheiden. 

Es wird welter festgestellt, dass ein Paar, das in blau (B2) hervorgehoben ist, kaum vom 
Auge Oder durch die Verwendung einer Faibkamera erkannt werden kann. Es wird jedoch nach 
Anlegen eines Hintergrundsubstraktioiisalgorithnius an den spektralen Wiirfel nachgewiesen 
(vergleiche Figur 6a mit 6b). 

Die verwendeten Sonden waren funf a-Satellit-Sonden fur die zentromeren Chromosomen- 
bereiche 8, 10, 11, 17 und X und eine Mittelsatellit-Sonde fiir den subtelomeren Cbiomosomen- 
bereich 1. Die Fluorophore, die verwendet werden, um jedes der vorstehenden Chromosomen zu 
markieren, und den DAPI-Kontrastfarber (Hintergrund), ihre Emissionspeaks und kiinstliche 
angezeigten Farbeinteilungen, werden in Tabelle 2 zusammengefeBt. 

Von den nonnierten, spektralen Signaturen von jedem der sechs in Figur 6c gezeigten 
Fluorophore ist es klar, dass ein anf Filtem basierendes System, das bei wenigen, relativ weiten 
Spektralbereichen erfaflt, nicht in der Lage ist, weg^ der groBen Uberlappung der Spektren zu- 
veriaBIich zwischen den verschiedenen Sondenarten zu unterscheiden. Ein derartiges System ist 
von einer absoluten Intensitatserfassung jeder Sonde abhangig und wird deshalb durch Hinter- 
grundsignale und Rauschen mehr betroffen. Es sollte weiter festgestellt werden, dass spektrales 
Uberlappen manchmal ebenfalls mit von der ZelJe selbst stammenden Autofluoreszenz aufhitt. 
Auch in diesem Fall ermSglicht die Zuganglichkeit der spektralen Information fur jedes Pixel das 
Beseitigen des Autofluoreszenzbeitrages und bringt genauere Ergebnisse. 



Tabelle 2: 



Chromosom 


Huorophor 


Emissionspeak 


angezeigte Farbe 


8 


SpektnimOrange ™' 


588nni 


hraun(Bl) 


10 


SpektrumGreen^"^ 


538nm 


cyan (C) 


X 


Aqua' 


480nm 


blau (B2) 


1 


Texas-Rot^ 


615iim 


gelb (yellow, Y) 


17 


FITC 


525nni 


gnsn(G) 


11 


Texas-Ror'+FrrC* 


615,525nm 


rot (Rl) 


Hintergrund 


DAPI* 




schwaiz (Black, B3) 


^ erhalten als markierte 


Deoxyiiuleotide von Vysis, Downers Grove, E., U 
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Digoxigenin, 
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^ Fluorescein-S-isothiocyanat, verbunden iiber Anti-Biotinantikorper an vorhybridisiertes, 
Sonden enthaltendes Biotin, 
4* ,6" Diamino-2-phenylindol, das zur Kontrastfarbung verwendet wird. 

Das gesamte Spektrum jedes Pimkts auf der Abbfldung zu messen kann ebenfalls dazu 
beitragen, die spezifischen Sondenprobleme zu (iberwindeiL In einigen Fallen weist eine Sonde, 
die zu einer gewissen DNA-Sequenz paBt, tatsachlich eine geringe Spezifizitat zu einer anderen 
(gewShnlich ahnlichen) Sequenz auf und hyfaridisiert mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit 
ebenfalls mit der zweiten Sequenz. Dies fflhrt zu der falschen Erscheinung von zu vielen Sonden 
eines gewissen Typs, Das Fluoreszenzq)ektrum ist jedoch in dem zweiten Fall sehr leicht in 
Bezug auf das erste auf grund einer kleinen Andenmg in der chenaischen Umgebung der Sonde 
verschbben. Das SpectraCube™-System kann dank seiner spektralen Auflosung und 
Empfindlichkeit dieses Artefakt beseitigen. Ein Shnliches Artefekt besteht fur Sonden, die 
wahrend der Probenvorbereitung nicht ausgewaschen werden und zur felschen positiven 
Diagnose beitragen. Das SpectraCube™-System kombiniert mit der Vorrichtung der" 
vorliehenden Erfmdung hilft deshalb bei der Veringerung des Risikos von falschen Diagnosen. 

Auf eine groBe Anzahl oder ahnliche Faibstofife verallgemeinemd zeigen die Beispiele der 
Figuren 5a-b und 6a-c, dass es mSglich ist, eine groBe Anzahl von Sonden nachzuweisen und zu 
unterscheiden und vorausgesetzt, dass es Meine spektrale DifFerenzen zwischen ihnen gibt, wird 
das SpectraCube™-System sie in einer Erfassung nachweisen und identifizieren. 

Fiir den Fachmann ist es klar, dass andere und/oder zusatzliche bekmnt Und bislang noch 
zu entdeckende oder zu entwickehade Fluorophore und Fluorophorkombinationen bei 
unterschiedlichen, wie vorstehend detailliert geschilderten FISH-Anwendungen verwenden 
werden konnen, urn eine groCe Anzahl von Loci gleichzeitig nachzuweisen, jedes Chromosom 
eines Karyotypen in emer unterscheidbaren Farbe anzufarben etc. Eine liste von in der Zell- und 
Molekularbiologie als Stand der Technik verwendeten Fluorophoren kann bei Kasten, 
Introduction to fluorescent probes: Properties history and applcations, in Fluorescent and 
luminescent probes for biological research. Mason Ed. Academic Press Limited, London (1993), 
24-31 gefiinden werden. Fiir den Fachmann ist es ebenfalls klar, dass andere Markierungs- 
techniken, wie beispielsweise Biolumineszenz und Chemolumineszenz und ebenfalls nicht 
fluoreszierende Markierungsstrategien ahnlich angewendet werden konnen, 

Damit erfreut sich die Verwendung des SpectraCube™-Systems fur FISH-Analysen eines 
groBen Vorteils, wie folgt. Das SpectraCube™-System ennSglicht aufgrund seiner hohen, 
spektralen Auflosung den gleichzeitigen Nachweis von zahkeichen Sonden, wahrend die 
Verwendung herkommlicher Mittel, urn FISH durchzufiihren (beispielsweise die Verwendung 
eines Fluoreszenzmikroskops) die Anzahl der Sonden, die in einer emzigen Hybridisierung 
verwendet werden soUte, auf zwei bis vier Sonden begrenzt. Deshalb spart der Einsatz des 
SpectraCube™-Systems fiir FISH-Analysen Aufwand und Zeit. Weiterhin wird bei dem Einsatz 
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des SpectraCube -Systems fiJr FISH-Analysen eine kleinere Zellenanzahl flir eine voUstSndige 
Analyse erfordeit, was bei den Fallen eine wichtige Eigenschaft ist, bei denai die Anzahl der zu 
untersuchenden Zellen begrenzt isL 
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Beispiell 

Gleichzeitipe Visualisierung aller menschlicher Chromosomen in verschiedenen Fafben unter der 
Verwendtmig von fluoreszierender in situ Hvfaridisienmg irnd spektralen Bio-Abbilden 
5 Die Entstehung der Vielfarben-FISH hat die Anwendungen der molekularen Zellgenetik in 

Grundlagenforschung und genetischer Diagnose erweitert. AUe existierenden Mebrfarben-FISH- 
Techniken erfordera die Verwendung fluoreszierender Sonden, deren Emissionspektren mit 
optischen Filtem getrennt werden kSnnen. [Ried et al.. Simultaneous visualization of seven 
different DNA probes by in situ hybridization using combinatorial fluorescence and digital 

10 imaging spectroscopy, Proc. Natl. Acad, Sci. USA 89 (1992) 1388-1392; urid Ried, Fluoreszenz 
w-5z/M-Hybridsierung in der genetischen Diagnostic, Fakultat fiir theoretische Medizin, 
Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg (Jan. 1994)]. Diese Anforderung beschrankt die Anzahl 
an Farbstoffen, die in einer gegebenen Probe unterschieden werden konnen. GemaB der vorlie- 
genden Erfindung wird ein neuer Ansatz fiir FISH bereitgestellt, der das SpectraCube ™ und das 

15 Verahren der vorliegendeh Erfindung zum Erfassen und Analysieren mehrfach spektral tlber- 
lappender, markierter Sonden (einfach und kombinatorisch) einsetzt, Bei diesem Beispiel wird 
spektrale Bio-Abbildung, die, wie vorstehehd gezeigt, eine Kombination der Fourier- 
Spektroskopie, der CCD-Abbildung und optischer Mikroskopie ist, die die Erfassimg von 
definitiven, spektralen Daten gleichzeitig bei alien Punkten einer biologischen Probe ermSglicht, 

20 verwendet, um auf Hybridisierung basierende Mehrfarben-Banden aller (d.h. 24) Typen 
menschlicher Chromosomen sichtbar zu machen und eine Farbzuordnung des menschlichen 
Klaryotyps zu erzeugen. 

Folglich wurden 24 Chromosomen-AnfSrbungsmittel (1 bis 22, X und Y, Tabelle 4),die 
jeweils mit einer unterschiedlichen Kombination von funf oder weniger unterschiedlichen 

25 Fluorophoren markiert wurden, ausgewahlt aus einem Satz von fiinf Fluorophoren (a bis e, 
Tabelle 3) (siehe Tabelle 3 ftlr die unterschiedlichen Fluorophore und ihre spekralen 
Keraizeichen und Tabelle 2 fiir die Zuweisung der, in Tafel 3 aufgefuhrten Fluorophore zum 
Erzielen der 24 Chromosomen-AnfSrbungsmittel) gleichzeitig mit menschlichen Chromosomen 
in der Mitosespreizung von mannlichen weiflen BlutkSrperchen hybridisiert, die im wesentUchen 

30 wie in Ried et al. beschrieben [Ried et al., Simultaneous visualization of seven different DNA 
probes by in situ hybridization using combinatorial fluorescence and digital imaging 
spectroscopy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 1388-1392] ffir eine Hybridisierung 
vorbereitet worden waren. Hybridisierte Chromosomen wurden durch ein invertiertes, mit dem 
SpectraCube™ System verbundenes Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet und wurden analysiert. 
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Tabelle3 



Fluorophor 


Symbol 


Anregung (nm) 


FUC 


a 


475-495 - 


Cy2™l 


b 


475-495 


Cy3™l 


c 


540-570 


TcXas-Rot 


u 


•/"TV"*' > V 


Cy5™l 


e 


630-670 



1 von Amersham 
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Tabelle4: 


Chromosom 


Chromosomen-Anfarbungsmittel 


Fluorophore 


Menschliches Chromosom 1 


1 


b,c,d 


Menschliches Chromosom 2 


2 


E 


Menschliches Chromosom 3 


3 


a. c, i e. 


Menschliches Chromosom 4 


4. 


c, d . 


Menschliches Chromosom 5 


5 


a,b,d,e 




Menschliches Chromosom 6 


6 


b,c,d,e 


Menschliches Chromosom 7 


7 


be 


Menschliches Chromosom 8 


8 


D 


Menschliches Chromosom 9 


9 


a, d, e 


Menschliches Chromosom 10 


10 


c,e 




Menschliches Chromosom 1 1 


11 


a,c,d 


Menschliches Chromosom 12 


12 


be 


Menschliches Chromosom 13 


13 


a,e 


Menschliches Chromosom 14 


14 


. B 


Menschliches Chromosom 15 


15 


a,b,c 




Menschliches Chromosom 16 


16 


b,d . 


Menschliches Chromosom 17 


17 


C 


Menschliches Chromosom 18 


18 


a,b,d 


Menschliches Chromosom 19 


19 


a,c 


Menschliches Chromosom 20 


20 


A 




Menschliches Chromosom 21 


21 


Ae 


Menschliches Chromosom 22 


22 


b,c,e 


Menschliches Chromosom X 


X 


a,e 


Menschliches Chromosom Y 


Y 


c,d,e 



Nun mit Bezug auf die Figuren 7a-e, 8a-b und 9a-b zeigen die Figuren 7a-e normierte Spektren 
von 24 einzelnen Pixeln, wobei jeder einem imterschiedlichen Typ eines menschlichen 
Chromosoms (1-22, X und Y) entspricht. Die Zahlen 1 bis 22 und die Buchstaben X und Y 
15 beziehen sich auf den Chromosomentyp, von dem jedes der dargestellten Spektren hergeleitet 
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wird. Es ist festzustellen, dass das von jedem der 24 mraschlichen Chromsomen erhaltene, wie 
in den Figuren 7a-e gezeigte Spektnim sich von alien anderen Spektren miterscheidet Diese 
DifiFerenz kann groB (vergleiche beispielsweise den ca. 530 nm-Emissionspeak von Chromosom 
15 und 11 in Figur 7c) oder klein (vergleiche beispielsweise den Emissionspeak bei ca. 530 nm 
5 von Chromosom 22 und Y in Figur 7e) sein und kann in einigen spektralen Bereichen sogar 
verschwinden (vergleiche beispielsweise den Emissionspeak bei ca. 680 nm von Chromosom 22 
und Y in Figur 7e). Trotzdem kann, wie in den Figuren 7a-e weiterhin gezeigt wird, selbst eine 
winzige Differenz zwischen sehr Shnlichen Spektren unter der Venvendung des SpectraCube™- 
Systems und der erfindungsgemaBen Vorrichtung nachgewiesen werden. Es ist jedoch aus der 

1 0 Beschreibung klar, dass die Fahigkeit der erfindungsgemaBen Vorrichtung, Differenzen zwischen 
Spektren nachzuweisen, bislang zu einem groBen AusmaB von passenden Fluorophoren und 
ausgewahlten Fluorophorkombinationen abhangt, wie von dem Fachmann und selbst dem 
Experten erkannt wird, wobei die hier nachgewiesene FShigkeit weit fiber den Stand der Technik 
der zytogenetischen Technik hinausgeht 

15 Figur 8a zeigt eine RGB-Abbildung von damit beschrieben, angefarbten menschlichen 

Chromosomen, wShrend Figur 8b einen farbigen, menschlichen, von den angefirbten Chromoso- 
men in Figur 8a hergeleiteten Kaiyotypen zeigt. Da es nicht mSglich ist, 24 verschiedene Farbeii 
mit Worten zu beschreiben, werden ebenfalls die farbigen Figuren 9a und 9b beigelegt, die 
ansonsten zu den entsprechenden Schwaiz/WeiB-Figuren 8a und 8b identisch sind. Es ist festzu- 

20 stellen, dass jedes der Chromosomenpaare in dner andem Farbe angefarbt ist und dass der Farb- 
Karyotyp (Figur 9b) direkt von der Farbabbilung (9a) hergeleitet ist. 

Der verwendete Algorithmus, um die Abbildung von Figur 8a imd 9a zu erhalten, war ein 
wie vorstehend beschriebener imd in Figur 4 mit Beispielen erlauterter RGB-Algorithmus, bei 
dem R = 640-760 nm, G = 550-640 nm und B = 530-550 nm gilt, Um jedoch eine einheitlichere 

25 Abbildung in Bezug auf Intensitatai zu erhalten, wird eine spezielle Modifikation der erhaltenen 
RGB-Werte durchgefiihrt. Diese Modifikation, die in der Farbabbildungs-Technik als ,Jfwontrast- 
Strecken" bekannt ist [siehe beispielsweise ENVI™ User's guide, The enviroment for 
visualizing images, BSC limited Liability Company, Version 1 (1. July 1994), schlieflt ein (a) 
Bestimmen der Verteilung von jedem der RGB-Werte, (b) Definieren einer Nachschlagetabelle 

30 zum Maximieren der Differenzen zwischen den Intensitaten innerhalb der bestimmten Verteilung 
und (c) Anzeigen der modifizierten RGB-Abbildung, die nun eine maximale Farbvielfalt fiir 
jedes urspriingliche, unterschiedliche Spektrum aufweist. Diese einfache Modifikation der ur- 
spriinglichen RGB-Abbildung ist eigentlich eine cbegrenzte Version eines wie vorstehend 
beschriebenen Einteilimgsalgorithmuses. Fiir einen Fachmaim ist jedoch klar, dass sich andere 

35 Algorithmen zum Zweck des Anzeigen ahnlicher Abbildungen gleich gut oder besser eignen 
kSnnen. Wie hier vorstehend detailliert und mit Beispielen erlautert (beispielsweise Beispiel 1), 
wird die Einteilungszuordnung ermSglichen, jedes der menschlichen Chromosomen in einer 
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bestimmten kiinstlichen Farbe zu zeigen, urn ein noch chrosomomeneigeneres Farbmuster zu 
erhalten, Wie waiter vorstehend detailliert erldart wird, kann eine Hauptkomponentenanalyse. 
ebenfalls geeignet sein, wobei jede sinnvolle Kompohente od^ Kombination davon einea* 
unterschiedlichen, yorbestmiinten, kimstlichen Farbe zugeordnet werden kann. Zusatzliche 

5 Algorithmen, die fahig zum Unterscheiden Shnlicher Spektren imd zum Zuordnen einer unter- 
schiediichen, bestimmten, konstiichen Farbe (oder Pseudo-Farbe) zu Pbcein mit unterschied- 
lichen Spektren, k5nnen ebenfalls zum erfindungsgemaBen Farbkaryotiping geeignet sein. 

Bei diesem Beispiel wird die Verwendung von 24 unterschiedlichen einzehien imd kombi- 
natbrischen Sonden, die aus fiinf unterschiedlichen Basis-Fluorophoren (a bis e, Tabelle 3) kom- 

10 biniert sind, fiir ein menschliches, farbiges Chromosomenkaryotyping gezeigt. Trotzdem weisen 
andere Arten eine groBere Chromosomenanzahl auf, die vielleicht die Verwendung von kompli- . 
zierteren* kombinatorischen Sonden erfordem, die aus mehr Basis-Fluorphoren kcmbiniert sind. 
Es soUte festgestellt werden, dass Chromosomen, einschlieBHch menschlicher Chroraosomen, 
bislang ebenfalls in GroBengruppen eingeteilt werden kSnnen, die bei manchen Anwendungen 

15 den Bedarf nach so-vielen unterschiedlichen Faiben miniroieren, da zu einer GrSBengruppe 
gehOrende Chromosomen, die ahnlich gefarbt sein konnen, nun leicht gemaB ihrer relativeh 
GroBe erkannt werden kQnnen. 

Beispiel 3 

20 Nachweis mehrfacher Chromosomentranslokationen in Brustkrebszellai 

Wie gezeigt, kaim die erfindungsgeniafle Vorrichtung einen voUstandigen Farb-Karyotypen 
normaler Blutzellen bereitstellen. In vielen Fallen wird herkonrailiches Kaiyotypisieren 
(beispielsweise unter Verwendung von G-BandenfSrbungs- oder R-Bandenfarbungstechniken) 
verwendet, um chromosomale Abwdchxmgen, wie mit genetischen FeUem assoziierte Translo- 

25 kationen (beispielsweise 21q22-Trisomie beim Down-Syndrom, Trisomie des Chromosomes 18 
(oder eines Fragments davon) und Trisomie des Chromosoms 13 (oder eines Fragments davon) 
oder Bosartigkeiten (beispielsweise eine Translokation zwischen den distalen Enden der Chro- 
* mosomen 9 und 22 in Leukozyten von Patienten mit chronischer, myeloische LeukSmie und eine 
Translokation der Chromosomen 8 und 14 in Lymphozyten bei Patienten rmt Burkitt*s 

30 Lymphom). Bei diesem Beispiel werdra die Fahigkeiten des SpectraCube™-Systems kombiniert 
mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung vorgefiihrt, um mehrfache Chromosomen- 
translokationen in Brustkrebszeilen nachzuweisen. 

Nun werden mit Bezug auf die Figuien lOa-b, lla-b, 12 und 13 Chromosomen 
erweiterungen von Brustkrebszellen mit den 24 Chromosomen-Fabem (1 bis 22, X imd Y) 

35 hybridisiert, wie in den Figuren 3 und 4 detailliert beschrieben ist, und spektral abgebildet, wie 
unter dem vorstehenden Beispiel 2 detailliert beschrieben ist. Die Figuren lOa und 11a zeigen 
DAPI-R-Bandenfdrbung einer Chromosomenerweitenmg, wie sie unter Verwendung eines 



'4 • • • • 

A • • • • 

• • • • 

51 

herkommlichen Fluoreszenzmikroskops photographiert wixd. Es wird anerkannt, dass, obwohl 
der resultierende Kaiyotyp zu einem grofien AusmaB abnonnal ist, es unni5glich ist, spezifische 
Chromosomentranslokationen in den Figuren 10a und 1 la zu ideixtifiziereii. Die Figuren 10b und 
lib zeigen (entsprechend in SchwarzAVeiB und Faibe) eine RGB-Abbildung der gleichen 
5 Erweiterung wie sie unter Verwendung des SpectraCube™-Systems und der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung erhalten wird. Beim Vergleich rait den Figuren 9a-b, die einen normalen 
menschlichen Karyotyp zeigen, der anderseits unter identischen experimentellen Bedingungen 
hergeleitet wird, ist es offensichtlich, dass yiele der in den Figuren 10b und lib gezeigten Chro- 
mosomen enthaltende Abweichungen Telle von verschiedenen normalen, menschlichen Chromo- 

10 somen enthalten. Die verlagerten Chromosomen (rechts) der Figuren lOb und 1 lb werden ent-, 
lang der R-Banden-gefarbten Chromosomen (links in den Figuren 12 und 13) gezeigt Es ist fest- 
zustellen, dass manche der verlagerten, in den Figuren 12 und 13 gezeigten Chromosomen 
Fragmente einschliefien, die von, zwei, drei und sogar vier verschiedenen Chromosomen 
stammen. Da spezifische Chromosomentranslokationen und andere chromosomale Ab- 

15 weichungen (beispeilsweise Gen-Amplifikation) bis vor kurzem mit jfrCihen oder Zustands- 
spezifischen BQsartigkeiten assoziiert wurden und da die erfindungsgemafle Vorrichtung die 
Fahigkeit, derartige Translokationen und Abweichungen nachzuweisen und zu kennzdchnen, 
enorm steigert, wird die Fahigkeit der FrOherkennung und der Stadieneinteilung von Bdsartig- 
keiten bei Einsatz der erfindungsgemaBen Vorrichtung profitieren. Weiterhin wird die 

20 Verwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung enndglichen, bislang neue Chromosomen- 
spezifische Abweichimgen (beispielsweise Translokationen) festzustellen, die wiederkehrend mit 
spezifischen Bosartigkeiten assoziiert werden und mSglicherweise einen imifassenden Umgang 
fiir derartige Translokationen bereitzustellen. ZusStzlich kQnnen derartige wiederkehrende 
Abweichungen zur Isolatierung von Genen fiihren, die durch Aktivierung oder Inaktivierung mit 

25 den bfisartigen Prozessen assoziiert sind. 

In diesem Zusammenhang ist es wichtig fest zustellen, dass die bei diesem und in dem 
vorherigen Beispiel 2 (wie in Tabelle 3 aufgelistet und in den Figuren 7a-c) eingesetzten 
Fluorophore gemeinsam in dem Bereich von 480-730 nm emittieren. Damit kann DAPI gleich- 
zeitig fiir Kontrastfarbung verwendet werden, da ihre Emission im blauen, deuthch unterhalb 

30 dieses Spektralbereichs liegt. Damit ist es moglich, wie in den Figuren lOa-b, lla-b, 12 und 13 
gezeigt, die genau gleichen Chromosomen-Spreizung unter Verwendung des herkommlichen, 
monochromatischen R-Bandenfarbung-Ansatzes und des erfindungsgemaBen Mehrfarben-An- 
satzes gleichzeitig zu beobachten. Es ist klar, dass das SpectraCube™-System dazu in der Lage 
ist, eine herkQmmliche DAPI-R-BandenfSrbungsabbildimg durch Begrenzen des untersuchten 

35 spektralen Bereich auf blau bereitzustellen. Damit kann zu Vergleichszwecken, eine einzelne 
Ctoomosmenerweiterung unter Verwendung des SpectraCube™-Systems und der Vorrichtung 
der vorliegenden Erfindung sowohl als DAPI R-Banden-gefarbten Karyotyps als auch als Farb- 
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Karyotyp betiachtet werden. Somit kann der DAPI R-Banden-gefirbten Karyotyp zusatzUche 
Information bereitstellen und sehr genau die Region(en) (d.h. Bandeq) jedes spezifischen, in 
einem spezifisclies Translokationereignis eingeschlossenen Chromosoms aufeeigen, wenn Chro- 
mosomentranslolcationsereignisse init der "erfindungsgemaBen Vorrichtung untersucht werden. 



Zusatzliche FISH- Anwendungen ' 

Aufgrund der vorstehenden Beschreibungen ist klar, dass (1) mehrere Sondentypen fur 
FISH verwendet werden konnen, wobei diese Loci-spezifische Sonden, Chromosomen-Anfar- 
10 bimgsmittel und ganze Genome einschlieBen, (2) die analysierten Chromosomen aus der Inter- 
phase, Mitose Oder Meiose sein konnen und (3) Dutzende von Sonden aller Typen zu den Chro- 
mosomen gleichzeitig hybridisiert werden k6nnen und dass unter der Voraussetzung, dass jede 
der Sonden ein ein wenig unterschiedliches Spektrum aufweist, das SpectraCube™-System, wie 
es in der Vorrichtung der vorliegenden Erfindung verwendet wird, jede der Sonden spektral 
15 nachweisen und ihre raumliche Anordnung duich Zuschreiben der Pixel darstellen kann, die 
jedes der Spektren mit einer RGB-Faibe (d.h Pseudo-Farbe) oder einer vorbestimmten, 
kfinstlichen Farbe darstellt. 

Damit kann beispielsweise eine einzige Durchftlhrung angesetzt werden, urn das/die Gen/e 
zu deren chromosomalen Banden zuzuordnen, falls die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung 
20 zum Zuordnen eines neu isolierten Gens oder neu isolierter Gene (oder anderer DNA-Sequenzen) 
verwendet wird Beispielhaft fur zwei neue Gene konnen aus diesem Grund 26 unterschiedliche 
Sonden wie folgt vorbereitet werden: 24 Chromosomen-Anfarbungsmittel und zwei Loci- 
spezifische Sonden (d.h. die neu isolierten, fluoreszierend markierten Gene). Die Sonden werden 
dann vermischt und vorzugsweise mit mitotischen Chromosomen gleichzeitig hybridisiert, die 
25 ebenfalls DAPI-kontrastgefarbt smd. Das Ergebnis ist ein, zu dem in Figur 9b dargestellten 
ahnlicher 24 (fiir einen mannUchen oder 23. fiir einen weiblichen)-Farb-Karyotyp, auf dem zwei 
Loci-spezifische Signale (Punkte, die den Loci-spezifischen Sonden zugeschrieben werden) in 
nun zwei unterschiedlichen Farben die Chromosomenlokationen der neu isolierten Gene 
hervoizuheben, die dann mit einer spezifischen chromosomalen Bande durch Erzeugen einer R- 
30 Bahden-gefM>ten,wievorstehenderldarten, AbbildungassoziertwCT^ 

In vielen Fallen werden em paar wenige Loci-spezifische Sonden einer einzigen chromosomalen 
Bande zugeordnet, wobei bislang nicht bestimmt wurde, welche distal und welche proximal liegt. 
Unter Verwendung der Vorrichtung der vorliegenden Erfindung zum gleichzeitigen Nachweis 
der wenigen Sonden, wobei jede in einer unterschiedlichen RGB oder einer anderen kfinstlichen 
35 Farbe erscheint, wird es in vielen Fallen moglich sein, die relative Anordnung von nahe 
kartierten Sequenzen zu bestimmen. 

Das SpectraCube™-System und die Vorrichtung der vorliegenden Erfindung kSnnen eben- 
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falls dazu verwendet werden, um dreidimensionale Anordnimgen von Interphasenchromosomen 
nachzuweisen. Der Leser wird emeut auf die Figuren 8a und 9a verwiesen. In der oberen rechten 
Ecke werden mit dem in der vorstehenden Tabelle 4 aufgelisteten Chromosomen-Anfarbungs- 
mittel hybridisierte Zellkeme wShrend der Interphase (mit NI gekennzeichnet) dargestellt. Die 
5 Untersuchung des Farbmusters dieser Zellkeme. enthiillt eine einzigartige Eigenschaft* Es ist 
beispielsweise festzustellen, dass die beiden Chromosom 2-Paare (in rot) in dem unteren Teil der 
Zellkeme angeordnet sind und dass die Chromosom 6-Paare (in purpur) beide am entgegen- 
gesetztea Pol angeordnet sind. Bis jetzt ist iiber die Chromosomenorganisation wahrend der 
Interphase wenig bekannt Es kann jedoch rational vennutet werden, dass wShrend der titerphase 

10 in bosartigen Zellen Anderungen bei der Chromosomenorganisation auftretai. Damit kann die 
Vorrichtung der vorliegenden Erfindung von auBerordentlichem Wert zur Friiherkemnmg von 
verschiedenen BSsartigJceiten, Bestimmen des Stadiums einer bSsartigen Krankheit und somit 
einer besseren Behandlungsanpassung fur untersuchte Patienten etc. sein. Es soUte festgestellt 
werden, dass die Verwendung des SpectraCube™-Systems kombiniert mit der Vorrichtung der 

15 vorliegenden Erfindung und einem Mittel zur dreidimensionalen Rekonstruktion (beispielsweise 
einem konfokalen Mikroskop) verwendet werden kann, um dreidimensionale Information der 
Chromosomenorganisation wahrend der Interphase zu erhaiten. 

Viele Krebsarten und genetische Fehler werden durch Chromosomendeletion, Transioka: 
tionen und andere Umordnungen und grobe Anormalitaten (beispielsweise Genamplifikation) 

20 gekemizeichnet. Wie im vorstehenden Beispiel 3 vorgefiihrt, wird die Verwendung der 
Vorrichtung der. vorliegenden Erfindung die Fahigkeit vergrSBeni, derartige Abnoimalitaten 
nachzuweisen. Weiterhin ist es klar, dass die Vorrichtung der vorliegenden Erfindimg flir 
vergleichende genomische Hybridisierung (comparative genomic hybridization, CGH) und fiir 
umgekehrte ChromosomenanfSrbung sehr geeignet ist, wie vorstehend beschrieben wird. 

25 Eine der allgemeinen, chromosomalen Abweichimgen wird mit dem Down-Syndrom 

assoziiert. Vor langer Zeit wurde festgestellt, dass das Down-Syndrom aus der Trisomie des 
Chrompsoms 21 resultiert, Eine sorgfaltigere Untersuchung enthiillte, dass ein spezifischer 
Bereich des Chromosoms 21 (21q22) immer mit diesem allgemeinen Syndrom asssoziiert wird 
(d.h. bei Trisomie auftritt). Bei einigen Fallen ist jedoch der Elaryotyp des mit dem Down- 

30 Symdroih betroffenen Individuums offensichtlich normal, wemi er durch hjsrk6mmUche G- oder 
R-Bandenfirbungstechniken fUr Karyotypisierung bestimmt wird. Die weithin anerkannte 
ErklSrung fiir dieses Ph^nomen liegt darin, dass in diesen Fallen die Trisomie von einem 
Fragment stammt, das von dem 21q22-Chromosomenbereich hergeleitet wird, dess^rn Fragment 
klein und unter der Auflosung der herkommhchen Bandenfarbungstechniken liegt. Die Ver- 

35 wendtmg des SpectraCube™-Systems kombiniert mit" der Vorrichtimg der vorliegenden 
Erfindung ermoglicht, diese bis dahin nicht nachweisbaren Chromosom 21 Trisomien in 
embryonischen, beispielsweise iiber Probenvorbereitung von Chrionzotten-Zellen, nachzuweisen 
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und eine fundiertere genetische Beratung fOr Frauen mit hohem Risiko zu ennCglichen. Es ist 
festzuhalten werden, dm die Ghromosomen 13 und 18 oder Fragmente Berichten zufolge 
ebenfalls bei Trisomien auftauchen, die in der Geburt von auffallend anohnalen Kindem 
resultieren und (kss die VomcKimg der vorUegoiden Erfindung Shnlich zur prSnatalen Diagnose 
5 diesernegativenTrisoniien der am)niosonien 13 Oder 18 angewendet werden kai^ 

. . . ■■• .t... T!_C_J ~ t.-n^'Ui-niort mit Am cir.Vi RrllTiell 

Die Vorrxctitung aer voruegenacn xjiimuiuig — 

entwickelnden Techniken zum Abtrennen embryonischer ZeUen aus dem peripheren Blat einer 
schwangeren Frau wird fBr das pranatale Karyotypisieren mit niedrigem Risiko zum Nachweis 
von Chiomosom 21 Trisomien und anderen weniger haufigeren ChiomosomenanormaUtaten von 

10 groBemWertsein. 

Die Verwendung des SpectraCube™-Systems und der Voirichtung der vorUegenden Brfin- 
dung kombiniert mit Telomer-spezifischen Chromosoniensonden, wobei jedes Telomer (48 bei 
mannchUchen Menschen, 46 bd weiblichen) in einer unterschiedUchen Farbe erscheint, wird 
eine vergleichende Studie aller Telomere in einer untersuchten Art ennSglichen. 
15 In der Studie der entwicklungsverwandten Arten und in der Studie fiSr Modelsysteme 

(beispielsweise Maus als Modelsystem fur Mensch) ist es bei vielen Fallen erforderlich, verglei- 
chende Genomzuordnungen zu erhalten, bei denen Chiomosomen von zwei oder mehr Arten 
gemiB ihrer SequenzShnlichkeiten und damit ihrer Ghromosomen getragenen, genetiscben Infor- 
mation ausgerichtet sind. Die Verwendung der Vorrichtung der vorUegenden Eifindung wird das 
20 Erlangen deratiger vergleicbender Zuordnungen erleichtem. Man ziehe beispielsweise die Vor- 
bereitung einer vergleichenden Zuordnung von Mensch-Maus-Chiomosom in Erwagung. Zu 
diesem Zweck soil ein voUstSndiger Satz von Chromosomen-Anfarbungsmittehi einer der Arten 
(beispielsweise Mensch) mit Chromosomen-Spreizungen der anderen Art (Maus, in dem 
bestimmten Beispiel). wie vorstehend beschrieben, hybridisiert und analysiert werden. Das 
25 Ergebnis ist eine Abblidung eines Maus-Karyotyps, der mit den mOTSchUchen Chromosomen- 
Anfarbungsmittehi angefSrbt ist. Damit kann eine Ausrichtung zwischen den Kaiyotypen der 
zwei Arten gemacht WCTden 

Viele andere Anwendungen fiir FISH wurden in der FachUteratur beschrieben. Ein Beispiel 
ist die Studie der Genexpression, wobei man durch die Verwendung Loci-spezifischer Sonden, 
30 die mit bei intervallen von einer syncKronisierten Zellkultur erhaltenen Interphasen-Zellkemen 
hybridisiert sind, ihre Verdoppelungsordnung (d.h. verdoppelte Gene erscheinen als vier Punkte 
und nicht verdoppelte Gene erscheinen als zwei Punkte) feststellen kann, wobei, als 
Daumenregel, Mh verdoppelnde Gene in der untersuchten Zelle ausgedruckt werden und spat 
verdoppehide nicht, Die Vorrichtung der vorUegenden Erfindung ist fUr diesen Analysetyp sehr 
35 gut geeignet, da Dutzende, jede ein wenig unterschiedliches Spektrum aufweisende Sonden in 
einer einzigen Hybridisienmg, gefolgt von einem einzigen Abbildungsschritt gleichzeitig 
analysiert werden kSnnen, urn sie alle nachzuweisen. TatsachUch kann die Vorrichtung. der 
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vorliegenden Erfindung fiir jede bisher beschriebene oder noch zu beschreibende FSIH- 
Anwendung verwendet werden. 

Obwohl die Erfindung mit Bezug auf eine begrenzte Anzahl an Ausftihrungsformen beschrieben 
wurde, ist es klar^ dass vide Variationen, Modifikationen und andere Anwendungen der 
Erfindung gemacht werden konnen. 
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Schutzanspriiche 

1. Farbanzeigevomchtung, aufweisend ein BUd aller Chromosomen oder Chromosomen- 
abschnitte einer Zelle, wobei jedes der Chromosomen oder Chromosomenabschnitte. 
rait einem unterschiedlichen Fluorophor oder einer Kombination von Fluorophoren 
gefarbt ist, wobei das Bild die Chromosomen oder Chromosomenabschnitte in unter- 
schiedlichen unterscheidbaren Farben darstellt, wobei jedem der Chromosomen oder 
Chromosomenabschnitte eine der unterschiedlicben unterscheidbaren Farben 
zugeordnet ist. 

2. Farbanzeigevorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Zuordnung der Chromosomen 
oder Chromosomenabschnitte zu den unterschiedlichen unterscheidbaren Farben durch 
einen Algorithmus bewirkt ist, der eineri RGB-Algorithmus und/oder einen 
Klassifikationsalgorithmus aufweist. 

3. Farbanzeigevorrichtung, aufweisend ein Bild der in einer Zelle vorliegenden 
Chromosomen, wobei jedes der Chromosomen mit einem unterschiedlichen Fluorophor 
Oder einer Kombination von Fluorophoren gefarbt ist, wobei das Bild die 
Chromosomen in unterschiedlichen unterscheidbaren Farben darstellt, wobei jedem der 
Chromosomen eine der unterschiedlichen unterscheidbaren Farben zugeordnet ist 

4. Farbanzeigevorrichtung nach Anspruch 3, wobei die Zuordnimg der Chromosomen zu 
den unterschiedlichen unterscheidbaren Farben durch einen Algorithmus bewirkt ist, 
der einen RGB-Algorifhmus und/oder einen Klassifikationsalgorithmus aufweist. 

5. Farbanzeigevorrichtung, aufweisend ein Bild aller in einer Zelle vorliegenden 
Chromosomen oder Chromosomenabschnitte, wobei das Bild die Chromosomen oder 
Chromosomenabschnitte in unterschiedlichen unterscheidbaren Farben darstellt, wobei 
jedem der Chromosomen oder Chromosomenabschnitte eine der unterschiedlichen 
unterscheidbaren Farben zugeordnet ist. 

6. Farbanzeigevorrichtung nach Anspruch 5, wobei die Zuordnung der Chromosomen 
oder Chromosomenabschnitte zu den unterschiedlichen unterscheidbaren Farben durch 



einen Algorithmus bewirkt ist, der einen RGB-Algorithmus und/oder einen 
Klassifikationsalgorithmus aufweist. 

Farbanzeigevoirichtung, aufweisend ein Bild aller in einer Zelle vorliegenden 
Chromosomen, wobei das Bild die Chromosomm in unterschiedlichen unterscheid- 
baren Farben darstellt, wobei jedem der Chromosomen eine der unterschiedlichen . 
xmterscheidbaren Farben zugeordnet ist 

Farbanzeigevorrichtung nach Anspnich 7, wobei die Zuordnung der Chromosomen zu 
den unterschiedlichen unterscheidbaren Farben bewirkt ist durch einen Algorilhmus, 
der einen RGB-Algorithmus und/oder einen Klassifikationsalgorithmus aufweist 

Spektrale Bioabbildungsvonichtung, axi^eisend: 

a) eine Einrichtung zum Bereitstellen einer Probe mit alien Chromosomen oder 
Chromosomenabschnitten einer Zelle, wobei die Chromosomen oder Chromd- 
somenabschnitte hybridisiert sind mit einer Gnqppe von Chromosomfarben, 
wobei jede Farbe eine Gruppe von Nukleinsauresonden aufweist, die mit einem 
Fluorophor oder einer Kombination von Fluorophoren markiert sind, wobei 
mindestens eine Farbe fur jeden Chromosomentyp vorhanden ist und jede 
Farbe ein unterschiedliches Fluoreszenzspektrum aufweist; 

b) eine Einrichtung zum Betrachten der Probe in Form eines Fluoreszenz- 
mikroskops, wobei das Fluoreszenzmikroskop optisch verbunden ist mit einem 
bildgebenden Spektrometer, wobei das Fluoreszenzmikroskop und das bild- 
gebende Spektrometer dazu dienen, ein Spektrum jedes Pixels der Probe zu 
erhalten, 

c) eine Einrichtung zum Sammeln einfallenden Lichtes gleichzeitig von alien 
Pixehi der Probe unter Verwendung einer kollimierenden Optik; 

d) eine Einrichtung zum Leiten des einfallenden, koUimierten Lichts durch ein 
Interferometersystem, das eine Anzahl von Elementen auifweist, so daB das 
Licht zuerst aufgeteilt wird in zwei kohSrente Stahlen, die sich in unter- 
schiedlichen Richtungen innerhalb des Interferometers bewegen und sodann 
die zwei kohSrenten Strahlen rekombiniert werden, urn miteinaader zu 
interferieren, um einen ausgehenden Lichtstrahl zu bilden; 

e) wobei der ausgehende Lichtstrahl geleitet wird durch ein fokussierendes 
optisches System, welches den austretenden Lichtstrahl auf einen Detektor mit 
einem zweidimensionalen Feld von Detektorelementen fokussiert, so daB zu 



jedem Zeitpimkt jedes der Detektorelemente das Bild ein und desselben Pixels 
der Probe flir die gesamte Zeitdauer der Messung erhSlt, so daB das reale Bild 
der Zellkeme auf der Ebene des Detektorfeldes stationSr ist und zu jeder Zeit 
wahrend der Messung das Bild sichtbar und erkennbar bleibt und so daB jedes 
der Detektorelemente ein Signal erzeugt, das eine bestinimte Linear- 
kombination der von dem Pixel mit unterschiedlichen vveiienlangen ausge- 
sandten Lichtintensitat ist, wobei die Linearkonibination eine Funktion der 
optischen Wegdifferenz ist; 

f) eine Einrichtung zum Drehen oder Verschieben eines oder mehrerer Elemente 
des Interferometersystenis, so daB die optische Wegdifferenz zwischen den 
zwei koharenten StraWen, die durch das Interferometersystem erzeugt werden, 
gleichzeitig fur alle Pixels der Probe abgetastet wird; und 

g) eine Einrichtung zum Aufeeichnen von Signalen jedes der Detektorelemente 
als Funktion der Zeit unter Verwendung einer Aufseichnungseinrichtung, um 
einen ersten spektralen Datenwurfel zu bilden; und 

h) eine Einrichtung zum Interpretieren des ersten spektralen DatenwOrfels unter 
Verwendung eines mathematischen Algorithmus, wodurch ein Bild geliefert 
wird, das die Chromosomeri oder Chromosomenabschnitte in unterschiedlichen 
unferscheidbaren Farben .zeigt, wobei jede der Chromosomen oder Chromo- 
somenabschnitte einer Farbe gemaB dessen Fluoreszenzspektrum zugeordnet 
ist 

Vorrichtung nach Anspruch 9, wobei die Nukleinsauresonden loci-fragmentierte 
Chromosomen, kunstliche Hefe-Chromosomen, die ein Insert aufweisen, Plasmide, die 
ein Insert aufweisen, Cosmide, die ein Insert aufweisen, Phagemide, die ein Insert 
aufweisen, oder virale Vektoren, die ein Insert aufweisen, oder deren Kombinationen 
umfassen. 

Vorrichtung nach einem der AnsprUche 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Fluordphor ein kombinatorischer Fluoreszenzfarbstoff ist. 

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Probe Zellkeme wahrend der Interphase, Zellkeme wahrend der Mitose oder Zellkeme 
wahrend der Meiose sind. 

Vorrichtung nach einem der. Anspriiche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Anzahl der Chromosomenfarbstoffe 23 oder mehr betrSgt. 
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14. Vorrichtung nach einem der Ansprache 9 bis 13, dadurch gekeimzeichnet, daB die 
Chromosomen Interphase-Chromosomen, Chrbmosomen wahrend der Mitose oder 
Chromosomen wahrend der Meiose sind. 

5 

15. Voirichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB der 
mathematische Algorithmus eine Punktoperations-Analyse des Spektrums jedes der 
Pixel in der Probe durchfiihrt 

.10 16. Vorrichtung nach Anspruch 15, wobei die Punktoperations-Analyse die Abbildung des 
Spektrums jedes der Pixel in der Probe in eine skalare GroSe gemilB einer Trans- 
forxnationsfunktion umfeBt 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Punktoperations- 
15 Analyse die Abbildung des Spektrums jedes Pixels der Probe in ein anderes Spektnmi 

geriiaB einer Transformatioiisfimktion unfifaBt 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 17, wobei der mathematische;, 
Algorithmus eine morphologische Analyse durchfiihrt, die die relative GrSBe der 

20 Chromosomen in def Probe bestimmt. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 18, wobei der mathematische Algorith- 
mus eine Klassifikatipnsabbildungs- Analyse durchfuhrt, die fur das Spektrum jedes der. 
Pixel eine spektrale Differenz gegenflber wenigstens einem Referenzspektrum 

25 berechnet 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Klassifikationsabbildungs-Analyse ein vielfarbiges Bild erzeugt, in dem Gruppen von 
Pixel mit vorbestimmten maximalen Spektraldifferenzen von einem der mehreren 

30 Referenzspektra mit einer vorbestimmten kOnstlichen Farbe gefarbt sind. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, wobei die Spektraldififerenz eine skalare GroBe ist, die 
definiert ist als das Integral fiber einen vorbestimmten Wellenlangenbereich des 
Absolutwertes der Differenz zwischen dem Spektrum jedes der Pixel und einem der 

35 mehreren Referenzspektra. 
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22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 21, wobei der mathematische 
Algorithmus eine Hauptkonponenten-Andyse durchf^^ 

23 . Vorrichtung nach Anspruch 22, wobei die Hauptk:on5)onenten- Analyse aufweist: 

a) eine Einrichtung zum Bilden einer kovarianten Matrix fiir alle Pixel und 
Welleniangen der Messung, die WellenlSngen der anregenden Quellen 
aufweist, weim mehrere WellenlSngen verwendet werden; 

b) eine Einrichtung zum Diagonalisieren der kovarianten Matrix und zum Auf- 
finden dler unabhMngigen orfhogoiialen Spektralbasis-Elemente; und 

c) eine Einrichtung zum Emritteln, welche der Basiselemente oder eine 
Kombination daraus bestiinmte Merkmale in der Probe kennzeichnen. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 23, wobei der mathematische Algorith- 
mus eine Linearkombinations-Analyse durchftihrt. 

25. Vorrichtung iiach Anspruch 24, wobei die Linearkombinations-Analyse zur spektralen 
Normierung dient 

26. VoTrichtung nach Anspruch 24, wobei die Linearkombinations-Analyse die Anwen- 
dung einer gegebenen SkalargrSfle auf jede Wellenlange der Spektra jedes der Pixel 
durch eine arithmetische Funktiqn aufweist, wobei die Funktion aus einer Addition, 
Subtraktibn, Multiplikation oder Division oder Kombinationen daraus besteht 

27. Vorrichtung nach Anspruch 24, wobei die Linearkombinations-Analyse zur Hinter- 
grundsubtraktion dient, in welcher ein Spektrum eines Pixels, das in einer 
Hintergrundregion der Probe angeordnet ist, von den Spektra der Pixels der Probe 
subtrahiert wird. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 24j wobei die Linearkombinations-Analyse ein 
Kalibrierungsverfahren aufweist, in dem ein vor der Betrachtung der Probe gemessenes 
Spektrum zum Teilen bzw. Unterteilen der Spektra der Pixel der Probe dient 

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 28, wobei der mathematische Algorith- 
mus ein Rot/Griin/Blau-Farbbild unter Verwendung von vordefinierten Wellenlangen- 
bereichen berechnet. 
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30. Vorrichtung nach Anspruch 29, wobei das Rot/GrQn/Blau-Farbbild durch einen 
Kontrast-Streckimgs- Algorithmus modifiziert ist. 

5 31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 30, wobei der mathematische 
Algorithmus ein Veriialtais zwischen den Intensitaten an zwei unterschiedlichen 
Wellenlangen fiirjedes der Spektra der Pixels berechnet. 

32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 31, wobei der mathematische 
10 Algorithmus ein VerhSltnis zwischen hitensitaten an zwei unterschiedlichen Wellen- 
langen fur jedes der Spektra der Pixels berechnet und jedes der Pixels gemaB dem 
berechneten Verhaltnis in einer helleren oder dunkleren kiinstlichen Farbe anfarbt. 

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 32, wobei die Vorrichtung einen Farb- 
15 Karyotypen von embryonalen Zellen, einen Farb-Karyotypen von weiBen Blutzellen, 

einen Farb-Karyotypen von malignen Zellen oder einen Farb-Karyotypen von auf 
B5sartigkeit gepruften Zellen liefert. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 33, wobei die embryonaler Zellen Chorionzotten-Zellen 
20 oder embryonale Zellen sind, die von peripherem Blut einer schwangeren Frau 

stammen. 

35. Vorrichtung nach Anspruch 34, wobei die Vorrichtung zum Erfassen einer Trisomie 
des menschlichen Chromosoms 21, der menschlichen Chromosomenbande 21q22, 

25 einem Fragment der menschlichen Chromosomenbande 21q22, des menschlichen 

Chromosoms 18, eines Fragmentes des menschlichen Chromosoms 18, des mensch- 
lichen Chromosonfis 13 oder eines Fragmentes des menschlichen Chromosonfis 13 dient. 

36. Vorrichtung nach Anspruch 33, wobei die Einrichtung zum Liefem des Farb-Karyotyps 
30 der auf Bosartigkeit gepriiften Zellen zum Erhalt einer Farb-Translokationskarte dient. 



37. 



Vorrichtung nach Anspruch 33, wobei die Einrichtung zum Liefem des Farb-Karyotyps 
der bosartigen Zellen zum Erhalt einer Farb-Translokationskarte dient 
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FIG. 1 (Stand der Technik) 
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FIG. 2 (Stand der Technik) 
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FIG. 4 



iFARB-MODELLIERUNG 

T-i T 




400 500 600 700 800 

•WELLENLANGE (nm) v': 



900 



1000 



■ « 



mm ♦ • « 

• • • ••• 

« ■ • 

• - • • • 



A » « 



ti i a «» 

« «^ « ft o 

a e a « * o 

a * » d » G 



FIG. 6 



(a) 





6/14 



T ' — ^-T 1 r — ~r — 1~ — I J r 





' WELLENLANGE(nm). 

FIG. 7a 



■ I 




Chromosom 6 
Chromosom 7 
Chromosom 8 
Chromosom 9 
Chromosom 10 * 



: WELLE^}LANGE(nm) 

.FIG. 7b-'-: 



•••• 



8/14 



FIG/7C 
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